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 Les protéases sont impliquées dans de nombreux processus biologiques et ont des origines très 
variées (cellules immunitaires, cellules épithéliales…). Leur activité est régulée par des inhibiteurs de protéases. Cette e tude s’inte resse à la balance entre les prote ases e pithe liales et 
leurs inhibiteurs dans le contexte de pathologies affectant l’inte grite   de l’e pithe lium intestinal. 
Les conséquences d’un déséquilibre de la balance protéolytique ont été étudiées dans deux maladies chroniques aux composantes différentes, les Maladies Inflammatoires Chroniques de 
l’Intestin (MICI) (cycles de poussées inflammatoires) et le Syndrome du Côlon Irritable (SCI) (cycles de douleur). La muqueuse colique de patients atteints de SCI sécrète une activité de type trypsine dont 
l’origine et les fonctions sont mal définies. Cette étude s’intéresse à la source de cette activité trypsique dans le côlon des patients atteints de SCI, sa nature et son rôle dans l’activation 
neuronale. L’activité trypsique chez les patients atteints de SCI est augmentée majoritairement dans les cellules épithéliales (CEI). La stimulation de monocouches de cellules épithéliales avec 
du LPS ou de l’épinéphrine induit une augmentation de la quantité de trypsine-3 et de sa sécrétion au pôle basal de la cellule épithéliale stimulée, en corrélation avec une augmentation 
de l’activité trypsique. L’hyperactivité de la trypsine-3 au pôle basal entraine une perte de la 
fonction barrière de l’épithélium, anomalie retrouvée aussi chez les patients atteints de SCI. De plus, nous avons mis en évidence que la trypsine-3 est capable d’activer les neurones humains myentériques et les neurones sensitifs murins. In vivo, son administration intra-rectale à des souris induit une hypersensibilité viscérale dépendante du récepteur PAR2 (Protease Activated Receptor-2). Ainsi, les cellules épithéliales intestinales des patients atteints de SCI produisent et sécrètent de la trypsine-3 spécifiquement au pôle basal. Cette activité trypsique active des neurones sensitifs, participant à l’hypersensibilité viscérale, symptôme majeur dont souffrent les patients atteints de SCI.  
Les pathologies inflammatoires peuvent aussi être source d’un dérèglement protéolytique. Les patients atteints de MICI présentent une dérégulation de la balance élastolytique colique. Notre 
équipe a montré que l’apport d’ELAFINE (un inhibiteur d’élastase) par la bactérie génétiquement modifiée L.lactis au contact de la muqueuse inflammatoire protège les souris 
traitées en réduisant l’inflammation intestinale. Cependant les mécanismes protecteurs médiés par L’Elafine restent encore à déterminer. L’ELAFINE est un inhibiteur d’élastases mais possède aussi des propriétés antimicrobiennes. Afin de mettre en lumière quelles fonctions de L’Elafine portent les propriétés anti-inflammatoires des mutants de L’Elafine ont été générés et insérés dans la bactérie L.lactis: une mutation pour annuler sa fonction inhibiteur de protéase, un second mutant de son domaine antimicrobien et un dernier mutant ayant perdu ces 2 fonctions. 
Dans des monocouches de cellules intestinales épithéliales, l’apport d’ELAFINE protège de 
l’inflammation médiée par un déséquilibre de l’activité élastolytique : on observe une 
restauration de la fonction barrière de l’épithélium et une diminution des cytokines pro-
inflammatoires (CXCL8 et IP10). La mutation du domaine antimicrobien n’affecte pas ces 
propriétés. Cependant, l’absence de la boucle inhibitrice annihile les propriétés anti-inflammatoires de L’Elafine. Ces travaux ont pu mettre en évidence l’importance de l’équilibre protéolytique au sein de la cellule épithéliale dans les pathologies intestinales. La balance entre les protéases et leurs 
inhibiteurs joue donc un rôle dans l’homéostasie épithéliale et les pathologies inflammatoires. 
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  Proteases are involved in some biologic processes and their origins are variable (immune cells, 
epithelial cells…). Their activity is regulated by antiproteases. This study investigates the balance between proteases and their inhibitors in pathologies which modify epithelium integrity. Consequences of an unbalance in proteolytic activity was studied in two chronic pathologies with different components: Inflammatory Bowel Disease (IBD) (cycles of inflammatory boost) and Irritable Bowel Syndrome (IBS) (cycles of pain symptoms). Colonic mucosa from IBS patients releases trypsin activity. The origin and the functions of this activity are not well defined. This study investigated the source of this trypsin activity in the côlon of IBS patients, its nature and its role in neuronal activation. Trypsin activity from IBS patients is increased mostly in epithelial cells. Stimulation of epithelial cell monolayers with LPS or epinephrine induces an increase of trypsin-3 quantity and its secretion specifically in the basal side of epithelial cells. This is in correlation with the increase of trypsin activity. Trypsin-3 hyperactivity at the basal side provokes a loss of epithelium barrier function, which is also found in colons of IBS patients. Then, we have highlighted that trypsin-3 is able to activate human myenteric neurons and murine sensitive neurons. In vivo, its intra-rectal administration to mice induces a visceral hypersensitivity dependent of PAR2 (Protease Activated Receptors 2). Thus, intestinal epithelial cells from IBS patients produce and release trypsin-3 specifically on their basal side. This trypsin activity activates sensitive neurons which participate to visceral hypersensitivity, a major symptom of IBS patients. Inflammatory pathologies could be a source of proteolytic malfunction. IBD patients have a dysregulation of elastolytic balance in the colon. Our team has shown that ELAFIN (an elastase inhibitor) delivered by the bacteria genetically modified L.lactis near the inflamed mucosa, protects mice from intestinal inflammation. However, the protective mechanisms induced by ELAFIN need to be investigate. ELAFIN is an elastase inhibitor but have also antimicrobial properties. With the aim to highlight what function of ELAFIN owns anti-inflammatory properties, mutants of ELAFIN have been generated and were insered into L.lactis: a first mutant lacked its antiprotease function, a second lacked antimicrobial properties and a last mutant lacked both properties. In intestinal epithelial monolayers, ELAFIN delivered by L.lactis protects against inflammation: a restauration of epithelial barrier function and a decrease of pro-inflammatory cytokines (CXCL8 and IP10) are observed. Mutation of antimicrobial domain 
doesn’t affected these properties. Nevertheless, the absence of inhibitory loop annihilates anti-inflammatory functions of ELAFIN. This work highlights the importance of proteolytic balance inside the epithelial cell in intestinal pathologies. The balance between proteases and antiproteases plays an important role in epithelial homeostasis.            
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            « On ne voit bien qu’avec le cœur. L’essentiel est invisible pour les yeux. »  
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CHAPITRE 1 :      
 
Composition et fonctions de l’intestin 
  Le système digestif inclut le tractus gastro-intestinal et les organes de la digestion (les glandes salivaires, le foie, le pancréas et la vésicule biliaire) (Figure 1). Sa fonction 
essentielle est d’ingérer et de digérer les aliments, absorber l’eau et les nutriments (protéines, vitamines, acides gras, minéraux et carbohydrates) et d’éliminer les déchets.   
                      Figure 1 : Le système digestif  (Reed and Wickham, 2009)   Le tractus gastro-intestinal est en contact constant avec le milieu extérieur via 
l’alimentation que nous ingérons chaque jour. Cet apport extérieur contient de nombreuses bactéries inoffensives mais aussi des organismes pathogènes ainsi que des 
allergènes. Afin d’éviter la pénétration de ces micro-organismes dans la muqueuse, les organes digestifs et notamment le tube digestif ont mis en place différentes barrières biologiques (mucus, épithélium imperméable), mais aussi différents moyens de détecter 
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et de lutter contre les agressions du milieu extérieur (système immunitaire, système nerveux) (Schulze, 2015). Dans la suite de ce chapitre, nous allons nous focaliser sur une partie de ce système digestif : l’intestin, sujet de notre étude    1- L’intestin  - L’intestin grêle 
La digestion et la majorité de l’absorption des nutriments se fait dans l’intestin grêle. 
L’intestin grêle (ou petit intestin), se compose du duodénum, jéjunum et de l’iléon et mesure environ 730 cm de long. Le duodénum débute par la valve pylorique se termine par la valve iléo-caecale qui contrôle le flux du chyme depuis l’iléon vers le côlon. 
Après son passage dans l’estomac, le chyme entre en contact avec les enzymes pancréatiques et intestinales, les sels biliaires et continue sa digestion dans le duodénum. Le chyme est ralenti par les plis intestinaux (villosités) ce qui augmente le 
temps d’absorption. Les villosités (structures macroscopiques) et microvillosités 
présentes sur les entérocytes (cellules absorbantes de l’épithélium intestinal) permettent une importante augmentation de la surface d’absorption. Chaque vilus possède une artériole, une veinule et un canal lymphatique qui absorbent et transportent les nutriments. 
Le sang qui irrigue l’intestin grêle provient des artères mésentériques supérieures et gastroduodénales. Une fois chargé des nutriments apportés par la digestion, le sang est 
transporté de l’intestin vers le foie par la veine porte hépatique.   - Le côlon Le côlon (ou gros intestin) mesure environ 152 cm chez l’Homme et se compose du 
caecum, de l’appendice, du côlon, du rectum et du canal anal. Le chyme passe de l’iléon au caecum, par la valve iléocæcale puis dans le côlon. L’appendice est une projection attachée au caecum. Le côlon est composé de 4 sections : le côlon ascendant, transverse, descendant et sigmoïde. Le rectum constitue les 20 derniers centimètres du côlon puis 
se termine par le canal anal qui s’ouvre sur l’extérieur sur l’anus. Deux sphincters 
(volontaire externe et involontaire interne) contrôlent la libération des fèces par l’anus. 
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La principale fonction du côlon est de réabsorber l’eau. Le péristaltisme est ralenti afin 
d’augmenter la réabsorption.  - Organisation tissulaire du tube digestif Le tube digestif est organisé en différentes couches (Figure 2), ayant chacune une composition cellulaire et une fonction différente.  
  Figure 2 : L’intestin est composé de différentes couches (Reed and Wickham, 2009) La composition du tube digestif en séreuse, musculeuse,  sous-muqueuse, et muqueuse  
La séreuse : couche externe de l’intestin, est composée d’un épithélium squameux. La séreuse est reliée à la musculeuse par le plexus myentérique.  
La musculeuse : possède 2 types de muscles lisses, des muscles circulaires et longitudinaux. Ils permettent la contraction du tube digestif. La musculeuse est reliée à la sous-muqueuse par le plexus sous-muqueux. Les deux plexi forment un réseau de nerfs permettant principalement la contraction musculaire et le péristaltisme intestinal.  
La sous-muqueuse : contient les vaisseaux sanguins et lymphatiques.   
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La muqueuse : se compose de la musculeuse-muqueuse, de la lamina propria et de 
l’épithélium. L’épithélium intestinal est organisé par des structures de type villosités et crypte. La lamina propria possède des vaisseaux sanguins et lymphatiques qui transportent les produits de digestion, les hormones sécrétées par l’épithélium et les 
cellules immunitaires en cas d’inflammation. La lamina propria est aussi composée d’un 
système immunitaire très développé permettant une protection de l’organisme contre les pathogènes de la lumière intestinale. La suite de ce chapitre se focalise sur l’épithélium intestinal, le microbiote ainsi que sur 
l’innervation du côlon qui constituent les éléments abordés dans le cadre de notre étude.   2- L’épithélium intestinal 
 
L’épithélium intestinal couvre une surface d’environ 400 m2 et requiert 40% de 
l’énergie produite par le corps. La barrière épithéliale permet de prévenir les pertes 
d’eau, d’électrolytes et l’entrée des pathogènes (parasites ou microorganismes) dans 
l’organisme. L’épithélium a aussi pour fonction d’absorber les nutriments du bol 
alimentaire et d’échanger de nombreuses molécules avec le microbiote. De plus, 
l’épithélium est en perpétuel renouvellement afin de maintenir son intégrité et ses 
propriétés, cela évite aussi l’accumulation de mutations. En effet, des mutations qui surviendraient dans des cellules en cours de différentiation ne seraient pas maintenues car ces cellules ne se divisent plus et deviennent apoptotiques en haut de la crypte. Toutes ces fonctions sont possibles grâce à une organisation et des fonctions spécifiques 
de l’épithélium intestinal. 
 a) Composition et organisation de l’épithélium intestinal 
L’épithélium intestinal est formé d’une succession de cryptes et de villosités. Cette architecture particulière est mise en place lors du développement embryonnaire. Dans 
l’intestin grêle, l’épithélium forme des invaginations appelées cryptes contenant les cellules souches et des villosités formées par les cellules différenciées. Au niveau du côlon, on observe toujours des cryptes contenant des cellules souches mais la surface de 
l’épithélium différencié est plate et ne présente pas de villosités.  
25  
Il y a un renouvellement permanent de l’épithélium (toutes les 3 à 5 jours environ), qui est possible grâce à la présence de cellules multipotentes capables de proliférer (Wright, 2000) et de cellules apoptotiques en haut de la villosité (intestin grêle) et de la cryptes (côlon). Il existe donc un compartiment de cellules proliférantes dans le fond de la 
crypte (à l’exception de quelques cellules différenciées produisant des peptides antimicrobiens) et un autre compartiment de cellules différenciées sur le haut de la crypte (côlon) et dans la villosité (intestin grêle).  - Les cellules souches   Il existe différentes populations de cellules « souches » intestinales au fond des cryptes comme on peut le voir sur la Figure 3. Les cellules les plus immatures sont en position 1 à 4 du fond de la crypte et sont nommées CBC (pour Crypt Base Columnar) (Cheng and Leblond, 1974). Ce sont des cellules multipotentes, possédant le marqueur LGR5, et 
capables de générer toutes les cellules différenciées de l’épithélium (Barker et al., 2007) (Sato et al., 2009). Au niveau +4 de la crypte, on trouve les cellules LRC (Labels Retaining cells) qui sont quiescentes et auraient un rôle de réservoir (Scoville et al., 2008). Elles possèdent le marqueur BMI1 et sont capables de reconstituer le pool de cellules Lgr5+ (Tian et al., 2011). Au-dessus de ces cellules se trouvent des cellules en cours de 
différentiation qui remontent l’axe crypto-villositaire.  
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 Figure 3 : Représentation schématique de l’axe crypte-villosité (Piscaglia, 2014). Les cellules épithéliales intestinales reside à la base des cryptes, entre les cellules de Paneth, comme CBC ou en position +4 comme LRC. Les cellules souches deviennent des cellules amplificatrice, capables de migrer et de maturer progressivement le long de la crypte, perdant leur capacité proliférative afin de devenir des cellules différenciées de l’épithélium  - Les cellules différenciées  
Les cellules se différencient le long de l’axe crypto-villositaire. Il existe principalement 2 types de cellules, les cellules absorptives et des cellules sécrétrices. La diversité des cellules épithéliales est représentée dans la Figure 4.  
27  
 Figure 4: Représentation schématique de l’épithélium et des cellules immunitaires. (Gerbe and Jay, 2016) Les cellules des cryptes contiennent les cellules souches et des progéniteurs qui migrent dans le 
compartiment de cellules amplificatrices. Les villosités de l’épithélium contiennent uniquement des cellules différentiées comprenant les entérocytes, les cellules à mucus, les cellules entéroendocrines et les cellules Tuft. Le compartiment de la lamina propria contient les différents types de cellules hématopoïétiques.  
Les entérocytes : ce sont les cellules les plus abondantes de l’épithélium. Leur 
principale fonction est d’absorber les nutriments du bol alimentaire à partir de leur pôle apical et de les transporter vers la circulation sanguine. Elles sont polarisées, leur noyau est en position basale, et elles possèdent des microvillosités à leur pôle apical 
permettant d’augmenter leur surface d’absorption (bordure en brosse). Ces cellules possèdent de nombreux senseurs (récepteurs couplés aux protéines G, Toll Like 
Receptors…) et transporteurs (au glucose par exemple), afin de détecter toutes les 
informations de la lumière et d’y répondre de manière efficace.  
Les cellules caliciformes : (ou cellules à mucus) composent 10 à 15% de l’épithélium 
dans l’intestin grêle et jusqu’à 50% des cellules épithéliales coliques. Elles produisent et sécrètent du mucus dans la lumière intestinale.  
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Les cellules entéro-endocrines : ces sont des cellules rares dans l’épithélium (environ 1% des cellules épithéliales) et elles sont plutôt isolées. Elles permettent la production 
et la sécrétion d’une vingtaine d’hormones. Ces cellules peuvent produire de la sérotonine (Crowell, 2004), de l’histamine (Peterson and Artis, 2014) ou encore du CRF (Corticotropin-Releasing Factor) (Kawahito et al., 1994) qui permettent une communication avec les cellules nerveuses.  
Les cellules Tufts : ce sont des cellules très rares dans l’épithélium. Elles possèdent une morphologie unique, caractérisée par de longs microfilaments à leur pôle apical projetés vers la lumière intestinale (Höfer and Drenckhahn, 1996). Des récepteurs du goût sont présents à leur surface (Bezençon et al., 2007). Elles sont impliquées dans la réponse à 
l’infection parasitaire grâce à la production d’IL25 permettant la mise en place d’une réponse pro-Th2 par le système immunitaire (Gerbe and Jay, 2016).  
Les cellules M : ce sont des cellules associées aux plaques de Peyers et aux follicules lymphoïdes isolées. Ces cellules présentes uniquement dans l’intestin grêle sont spécialisées dans la reconnaissance et la présentation des antigènes de la lumière, aux 
cellules de l’immunité (Kraehenbuhl and Neutra, 1992).  
Les cellules de Paneth : ces cellules sont présentes au fond des cryptes de Lieberkühn 
dans l’intestin grêle, entre les cellules Lgr5+. Ce sont les seules à suivre une trajectoire 
antérograde lorsqu’elles se différencient (Ireland et al., 2005). Elles produisent des 
peptides antimicrobiens (comme les α ou β-défensines), le lyzozyme, et permettent une régulation de la population antimicrobienne. Elles constituent une niche pour les cellules Lgr5+(Sato et al., 2009).   b) La fonction barrière de l’épithélium intestinal 
  
La fonction de barrière de l’épithélium intestinal est nécessaire pour la protection de 
l’organisme contre les pathogènes de la lumière. Elle est possible grâce à un réseau important de jonctions cellulaires et une couche de mucus permettant une séparation de 
l’épithélium du contenu de la lumière. Un défaut dans la perméabilité intestinale est souvent associé à des pathologies comme les MICI (Maladie Inflammatoire Chronique de 
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l’Intestin), la maladie de Coeliaque ou le SCI (Syndrome du Côlon Irritable). Cependant 
cette barrière doit aussi être permissive afin d’assurer ses fonctions d’échange. De plus, la perméabilité intestinale peut aussi être régulée par des stimuli extracellulaires comme les nutriments, les cytokines ou encore les bactéries.  - Les jonctions cellulaires 
Le maintien de l’intégrité de la barrière épithéliale est possible grâce à un réseau bien établi de jonctions (figure 5). Ces jonctions cellulaires participent à la communication 
intracellulaire, l’homéostasie, la prolifération cellulaire, la différentiation et la migration (Garcia-Hernandez et al., 2017). Au niveau apical de la cellule épithéliale intestinale, on trouve les jonctions serrées (Figure 5). Elles se composent de protéines transmembranaires, de protéines périphériques de membrane et de molécules régulatrices comme les kinases. Les protéines de la famille des claudines sont des protéines transmembranaires et sont associées aux protéines occludines avec lesquels elles forment des pores.  
L’occludine est en interaction avec l’actine (Visser et al., 2009). Les protéines zonula occludens (ZO)-1 sont des protéines périphériques. Elles ont un rôle important dans 
l’assemblage et le maintien des jonctions de par leur forte interaction avec les autres protéines (claudines, occludines et actine). Les jonctions serrées sont impliquées dans le transport transépithélial et sont importantes pour la perméabilité épithéliale. Elles régulent le transport paracellulaire suivant la taille (Bohórquez et al., 2015) (Van Itallie et al., 2008) mais aussi la charge des molécules (Amasheh et al., 2002). La protéine Claudine-2 est capable d’augmenter la perméabilité paracellulaire à l’eau et au sodium (Rosenthal et al., 2010).  Les jonctions serrées peuvent être régulées par de nombreux facteurs comme le voltage, des ligands extracellulaires, intracellulaires ou encore des signaux intra-membranaires (Günzel and Yu, 2013). Par exemple, ce flux peut être modulé par des cytokines comme 
l’IFNγ et le TNFα (Watson et al., 2005). L’assemblage des jonctions serrées requiert la présence des jonctions adhérentes. Les jonctions adhérentes sont composées des cadhérines, protéines transmembranaires. La queue cytoplasmique de la E-cadhérine interagit avec la catenine-δ1 et la β-caténine. 
L’interaction entre la β-caténine et la α-caténine 1 permet la régulation de l’anneau de myosine perijonctionnel. Les jonctions adhérentes et les desmosomes permettent le 
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maintien de la proximité cellules-cellules et sont impliquées dans la communication cellulaire. La perte de ses jonctions va induire un défaut de contact cellulaire, de 
polarisation et de différenciation puis va aboutir à l’apoptose de la cellule (Hermiston and Gordon, 1995).  
Ces jonctions sont liées à un anneau d’actine et de myosine qui permet de réguler la barrière épithéliale.  
 Figure 5 : Anatomie de la barrière épithéliale : les jonctions cellulaires (Turner, 2009). Photos de microscopie électronique et schémas correspondant du complexe de jonctions de 
l’épithélium intestinal. Juste sous la base des microvillosités, les membranes plasmiques des cellules semblent fusionnées au niveau des jonctions serrées ou les claudines, ZO-1, l’occludine 
et l’actine interagissent. L’E-cadhérine, la caténineδ1 et l’actine interagissent pour former les 
jonctions adhérentes. La MLCK est associée à l’anneau perijonctionnel d’actomyosine. Les desmosomes, qui sont localisées sous le complexe apical jonctionnel sont formés par des interactions entre desmogleine, desmoplakine et filaments de kératine.  - Le mucus 
Le mucus est produit par les cellules caliciformes de l’épithélium intestinal. C’est un gel polymérique hydraté d’une épaisseur de 50 à 800µm. Cette épaisseur dépend de sa 
localisation dans l’intestin (une épaisseur fine dans l’intestin grêle et une épaisseur plus importante dans le côlon). Il est composé de 2 couches, une couche très dense contre la 
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muqueuse intestinale qui est stérile, et une plus lâche au contact du microbiote (figure 6).  
Le mucus se compose à 65% d’eau, des protéines de type mucine et du TFF (TreFoil 
Factor), ainsi que des quantités importantes de galactose, d’hexosamines et de fructose présente sur les mucines (Boltin et al., 2013). Les protéines de mucine sont des glycoprotéines caractérisées par un haut poids moléculaire, une proportion importante de O-glycosylation liées par un carbohydrate (environ 50 à 80%) et par leur capacité à former un gel viscoélastique. Elles forment un maillage plus ou moins dense (Corfield et al., 2001).  Les peptides TFF sont des protéines hautement conservées. Dans le tube 
digestif, on trouve le TFF2 et le TFF3. Ces protéines sont capables d’interagir avec les protéines de mucus et pourraient influencer les propriétés viscoélastique du mucus (Thim et al., 2002) ou encore la sécrétion des mucines (Torres et al., 2002). Le TFF joue un rôle important dans les défenses du tractus gastro-intestinal et sa réparation.   La couche de mucus contient aussi des peptides antimicrobiens, et des immunoglobulines (Figure 6). Le mucus forme une barrière contre les pathogènes de la lumière (voir chapitre 2). Des souris déficientes pour MUC2 développent spontanément une colite, ce qui montre 
l’importance du mucus dans la symbiose avec le microbiote intestinal (Hansson and Johansson, 2010). 
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 Figure 6 : La barrière de mucus (Adapté de (Wehkamp et al., 2016))  c) Sa fonction d’absorption  
L’épithélium intestinal a pour principale fonction d’absorber les nutriments contenus 
dans l’alimentation qui ont été digérés par l’estomac. C’est au niveau de l’intestin grêle que la majorité des nutriments vont être absorbés par l’organisme. Le côlon aura pour 
principale fonction digestive de réabsorber l’eau. Les entérocytes sont des cellules spécialisées dans l’absorption des nutriments. Elles permettent le passage du glucose via des récepteurs spécialisés (SLGT-1 et GLUT-2), des acides gras au niveau de la bordure 
en brosse, des vitamines et de l’eau qui diffusent de manière passive en suivant les 
mouvement d’ions. Une partie de ces différentes molécules sera utilisée directement par 
la cellule afin de maintenir ses fonctions. L’autre partie sera ensuite dirigée jusqu’à la 
circulation sanguine ou elle sera redistribuée à tout l’organisme afin de fournir l’énergie nécessaire au métabolisme.  d) Sa fonction de sécrétion Certaines cellules de l’épithélium intestinal sont spécialisées dans la sécrétion. Nous 
l’avons vu précédemment, les cellules à mucus produisent une épaisse couche de mucus 
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permettant la lubrification de l’intestin mais aussi de maintenir la barrière épithéliale (voir aussi chapitre 2).  Les peptides antimicrobiens (PAM) sont produits par les cellules de Paneth présentes 
dans l’intestin grêle, au fond des cryptes (Wehkamp et al., 2005). Dans le côlon, il n’y a pas ou peu de cellules de Paneth mais les entérocytes sont capables de produire certains PAM comme les lectines de types C. La production de PAM varie le long du tractus gastro-intestinal (Darmoul and Ouellette, 1996). Les PAM sont de petites molécules de 15 à 50 acides animés. Les bactéries sont très sensibles à ces PAM et il existe peu de résistance (Huang and Chen, 2016). Dix pourcents de ces peptides sont anioniques et la 
majorité est cationique. Les principales familles de PAM sont les défensines (α et β-défensine,  la cathélicidine (hCAP-18 /LL-37), les lectines de type-C (RegIII),  les ribonucléases (RNases) et les protéines S100 (calprotectine). Le rôle et la fonction des peptides antimicrobiens sont traités dans le chapitre 2. Les cellules entéroendocrines de l’épithélium intestinal sécrètent plus de 20 peptides et hormones le long de la muqueuse intestinale. Ces molécules agissent de manière paracrine activant des différents types cellulaires de la muqueuse intestinale, passent dans la circulation sanguine ou activent des terminaisons nerveuses proche de 
l’épithélium (Psichas et al., 2015) (Bohórquez et al., 2015). Leur rôle principal est de 
coordonner la réponse de l’intestin après l’ingestion d’aliments (modulation de la motricité, de l’absorption, et signalisation via l’axe intestin-cerveau) (Furness et al., 2013). Par exemple, la cholécystokinine est sécrétée en réponse aux acides gras et aux protéines et transmettent un signal de satiété (Dockray, 2003). La majorité de la sérotonine est sécrétée et stockée par les cellules entéroendocrines, elle est impliquée dans de nombreuses fonctions physiologiques comme l’humeur, 
l’appétit, la mémoire, l’apprentissage ou l’homéostasie (Gershon, 1999). La concentration en sérotonine dans la muqueuse intestinale de certains patients atteints de SCI-D est augmentée et pourrait induire une altération de la motricité intestinale, et une hypersensibilité viscérale (Crowell, 2004). Ces cellules peuvent aussi produire du 
CRF qui est le principale médiateur de la réponse au stress dans l’axe intestin-cerveau (Lembo et al., 1996). Ces cellules ont donc une importante fonction de régulation des fonctions physiologiques du tractus gastro-intestinal. 
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En condition inflammatoire, la cellule épithéliale est capable de détecter les agressions 
et d’y répondre de manière spécifique via la sécrétion de très nombreux médiateurs comme les cytokines, les protéases. Cette sécrétion sera détaillée dans le chapitre 2.  3- Le microbiote intestinal  Le microbiote présent dans le tractus gastro-intestinal y réside en parfaite symbiose 
avec son hôte. L’hôte fourni des niches environnementales aux bactéries qui à leur tour 
aident l’intestin dans ses fonctions de digestion (Bäckhed et al., 2005). Les différentes 
espèces présentes sont le résultat de pression de sélection de l’hôte mais aussi du microbiote lui-même.   a) La composition du microbiote intestinal Le nombre et la diversité bactérienne varient le long de l’intestin avec 101 bactéries par 
gramme de fèces dans le duodénum jusqu’à 1012 dans le côlon (O’Hara and Shanahan, 2006). Cette communauté de micro-organismes est stable dans le temps. La flore 
bactérienne est composée d’environ 35000 espèces (Frank et al., 2007). Chez un individu sain, la flore intestinale est constituée principalement des phyla Firmicutes et Bacteroidetes, puis des Actinobacteries et des Verrucomicrobiotes. La figure 7 montre la 
diversité bactérienne dans l’intestin : dans l’œsophage, duodénum, et le jéjunum, 
Streptococcus est prédominant (Pei et al., 2004). Le côlon constitue une réserve 
d’environ 70% des bactéries présentes dans l’organisme. Les principaux phyla présents sont les Firmicutes et les Bacteroidetes. Le ratio entre ces 2 phyla est impliqué dans de 
nombreuses pathologies comme les Maladies Inflammatoires Chroniques de l’Intestin (voir chap 3 partie MICI). On retrouve dans la lumière du côlon, Bacteroides, 
Bifidobacterium, Streptococcus, Enterobacteriacae, Enterococcus, Clostridium, 
Lactobacillus et Ruminococcus, qui peuvent être identifiés dans les fèces. Clostridium, 
Lactobacillus, Enterococcus et Akkermansia sont présents dans le réseau supérieur du mucus (Swidsinski et al., 2005). Le côlon est aussi côlonisé par des bactéries pathogènes comme Campylobacter jejuni, Salmonella enterica, Vibrio cholera mais leur abondance est très faible (aux alentours de 0,1%) (Gillespie et al., 2011).   
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 Figure 7 : Distribution du microbiote intestinal (Jandhyala et al., 2015)   b) Fonctions de la flore intestinale  - Digestion Les bactéries intestinales telles que Bacteroides, Roseburia, Bifidobacterium, 
Fecalibacterium et Enterobacteria, sont capables de transformer les carbohydrates qui 
n’ont pas été digérés en amont et les oligosaccharides indigestibles en acide gras à 
chaine courte (AGCC) comme le butyrate, le propionate et l’acétate (Macfarlane and Macfarlane, 2003). Ces molécules sont des sources d’énergie pour l’hôte via leur interaction avec le récepteur Gpr41 (Samuel et al., 2008). Le butyrate prévient 
l’accumulation du D-lactate qui est un métabolite toxique grâce à sa fermentation par la flore humaine (Bourriaud et al., 2005). La flore intestinale a aussi un effet bénéfique sur 
le métabolisme des lipides via la suppression de l’inhibition de l’activité de la lipoprotéine lipase dans les adipocytes. Cette lipase joue un rôle important dans le 
métabolisme et le transport des lipides grâce à l’hydrolyse des triacylglycérol (Mead JR 
et al., 2002).  Bacteroides thetaiotaomicron aide à la digestion des lipides via 
l’augmentation de l’expression de la colipase (Hooper LV et al., 2001). Une autre fonction métabolique assurée par le microbiote est la synthèse de vitamine K et de composants de la vitamine B. Les Bacteroides sont capables de synthétiser l’acide linoléique qui a des 
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propriétés antidiabétiques et immuno-modulatrices (Wallace et al., 2007). De récentes études montrent que le microbiote pourrait aussi avoir un rôle dans la dégradation de 
phénols ingérés dans l’alimentation (Marín et al., 2015).  - Intégrité de la barrière intestinale 
Le microbiote joue un rôle dans le maintien de la barrière épithéliale. D’une part grâce à son action sur les jonctions cellulaires : Bacteroides thetaiotaomicron induit l’expression de SPRP2A (small proline rich protein 2A) qui est requis pour l’expression des desmosomes dans les villi (Lutgendorff F et al., 2008). La signalisation du TLR2 (Toll Like Receptor 2) via le peptidoglycan permet le maintien des jonctions serrées (Cario et al., 2007). D’autre part, le microbiote est impliqué dans la survie cellulaire : Lactobacillus 
rhamnosus GG produit p40 et p75, 2 protéines impliquées dans la réduction de cytokines pro-apoptotiques (Yan et al., 2011). De plus, le microbiote contribue au développement 
structural de la muqueuse intestinale grâce à l’induction du facteur de transcription de 
l’angiogénine-3, impliqué dans le développement de la vascularisation (Stappenbeck et al., 2002). 
L’étude des souris axéniques (sans flore intestinale) permet d’illustrer ces différents 
points. Ces animaux présentent une faible surface d’échange intestinale, une réduction des villi, du péristaltisme et des cycles cellulaires augmentés. Ces animaux ont un réseau de vascularisation intestinale réduit, le taux du facteur de transcription angiogenine-3 
est diminué dû à l’absence de microbiote (Gordon and Bruckner-Kardoss, 1961) (Banasaz et al., 2002).  - Education du système immunitaire Le microbiote est impliqué dans la formation des plaques de Peyers et des GALT (Gut Associated Lymphoid Tissues) ainsi que des follicules lymphoïdes isolés (voir chapitre 2) (Chung et al., 2012). Il a aussi un rôle dans le développement des lymphocytes T régulateurs (Treg). Cependant le mécanisme n’est pas encore bien défini. Bacillus fragilis produit du polysaccharide A qui va être reconnus par le TLR2 des Treg et induire leur prolifération (Round et al., 2011). Les acides gras à chaine courte (AGCC) et notamment le butyrate sont impliqués dans le développement et les fonctions des Treg. Ces AGCC sécrétés par les cellules épithéliales activent un récepteur sur les Treg qui va induire des régulations épigénétiques (Smith et al., 2013).  
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De plus, la flore, via l’activation de My-D88 sur les cellules dendritiques (CD) va induire la sécrétion par ces cellules de TGFβ, CXCL13 et de BAFF (B-cell activating protein). Ces 
cytokines pourraient provoquer la production d’IgA par les lymphocytes B (Arpaia et al., 2013). Les cellules lymphoïdes innées (CLI) sont capables de répondre à des signaux cytokiniques des cellules épithéliales très rapidement. Le microbiote pourrait avoir un rôle dans la régulation de ces CLI. Le métabolite bactérien aldéhyde indole-3 stimule les 
CLI via le récepteur à l’aryl hydrocarbone et provoque la sécrétion d’IL22 par ces cellules (Zelante et al., 2013).   c) Notion de bactéries probiotiques 
D’après l’organisation mondiale de la santé et l’organisation des nations unies de 
l’alimentation et de l’agriculture, un probiotique est « un organisme vivant, qui lorsqu’il est administré dans des proportions adéquates, confère un bénéfice sur la santé de 
l’hôte ». Les probiotiques sont largement utilisés dans l’industrie agro-alimentaire et consommés par le grand public dans leur nourriture ou en compléments alimentaires. 
Leurs mécanismes d’actions sont regroupés dans la figure 8. Ils peuvent agir sur la 
suppression de pathogènes, l’immuno-modulation, la fortification de la barrière 
intestinale via l’augmentation de la prolifération et de différenciation des cellules épithéliales.  
38  
 Figure 8 : Mécanismes d’action des probiotiques dans l’intestin (Thomas and Versalovic, 2010). 
Bénéfices des probiotiques sur l’hôte grâce à la communication avec de nombreux types cellulaires. La fonction barrière des cellules épithéliales intestinales est augmentée grâce à la 
modulation des jonctions serrées et l’augmentation de la production de mucines. Les probiotiques interfèrent avec les pathogènes en augmentant la sécrétion des β-défensines par les CEI et des IgA par les cellules plasmatiques en bloquant les signaux de détournement des pathogènes. La sécrétion de cytokines par les CEI, les macrophages, les cellules dendritiques est régulée par les probiotiques grâce à la modulation de signaux clés comme NFkB et MAPK. Des changements dans ces voies peuvent aussi influer sur la prolifération et la survie des cellules cibles. Grâce à leur interaction avec les cellules dendritiques, les probiotiques peuvent influencer les sous population de lymphocytes T. les probiotiques peuvent aussi modifier la motricité et la 
perception de la douleur en modifiant l’expression des récepteur à la douleur et par l’induction de sécrétion de neurotransmetteur comme APRIL.  Par exemple, la bactérie Faecalibacterium prausnitzii, est associée au microbiote des personnes en bonne santé. En effet, le profiling de cette bactérie dans les fèces 
d’individus sains et dans ceux atteints de MICI révèle que F. prausnitzii peut être un 
biomarqueur d’un intestin en bonne santé comparé au microbiote de patients atteints de MICI où la quantité de cette bactérie sera fortement diminué (Sokol et al., 2008). F. 
prausnitzii est une des bactéries produisant le plus de butyrate du tractus gastro-
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intestinal (Flint et al., 2012).  Le butyrate a des effets pléiotropiques sur la muqueuse intestinale : protection contre l’invasion de pathogène, modulation du système immunitaire, réduction de la progression du cancer (Macfarlane and Macfarlane, 2011) effet anti-inflammatoire (Hudcovic et al., 2012).  - Probiotiques et cellules épithéliales Les cellules épithéliales intestinales sont le point de contact initial entre l’hôte et le microbiote. Elles sont la première ligne de défense contre les bactéries pathogènes et communiquent de manière importante avec le microbiote commensal et les probiotiques. Les bactéries probiotiques peuvent interrompre les interactions précoces 
entre les bactéries pathogènes et les cellules de l’épithélium (Gopal et al., 2001). Les probiotiques L. plantarum et L. ramnosus induisent la production de mucus par les 
cellules à mucus ce qui réduit l’adhérence de E. coli entéropathogénique (Mack et al., 1999). E.coli Nissle 1917, souche de coli probiotique, restaure l’intégrité de la barrière 
épithéliale via une augmentation de l’expression de ZO-2, lors d’une infection avec E. coli entéropathogénique (Zyrek et al., 2007). Cette même souche probiotique induit la 
production de PAM (β-defensine 2) par la cellule épithéliale via l’activation des facteurs de transcription NFkB et AP-1 (Wehkamp et al., 2004). Les probiotiques interfèrent avec de nombreux signaux cellulaires afin de prodiguer leur effets bénéfiques (Tableau 1).  
Espèces probiotiques Voie de signalisation Effets 
Bacteroides thetaiotaomicron NFkB Augmente l'export nucléaire de RelA 
via PPARγ 
Bacteroides vulgatus NFkB Augmente la phosphorylation de 
IkBα 
Bifidobactérium lactis BB12 NFkB Active RelA 
Bifidobactérium lactis BB12 MAPKs Augmente la phosphorylation de p38 
Bifidobacterium longum NFkB Diminue la translocation de p65 
Enterococcus faecalis 
EC1/EC3/EC15/EC16 PPARγ Induit la phosphorylation de PPARγ 
Faecalibacterium prausnitzii 
DSM17677 NFkB Inhibe l'activation de NFkB 
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Lactobacillus acidophilus 
ATCC 4356 NFkB Diminue la phosphorylation de IkBα 
Lactobacillus bulgaricus NFkB Diminue la translocation de p65 
Lactobacillus casei  
DN-114 001 NFkB Prévient la dégradation de IkBα 
Lactobacillus casei PPARγ Augmente l'ARNm de PPARγ 
Lactobacillus rhamnosus  
GG ATCC 53103 MAPKs 
Augmente la phosphorylation de p38 
et de JNK 
Lactobacillus rhamnosus  
GG ATCC 53103 NFkB 
Prévient l'ubiquitination et la 
dégradation de IkBα 
Saccharomyces boulardii apoptosis Prévient l'activation de la caspase 3  Table 1 : Modulation par les probiotiques des voies de signalisation dans les 
cellules épithéliales intestinales (adapté de (Thomas and Versalovic, 2010)) .  - Les bactéries lactiques Les bactéries lactiques sont des micro-organismes, qui possèdent un statut GRAS 
(Generaly reconized As Safe) et qui sont très largement utilisées par l’industrie agro-
alimentaire. Elles ont de nombreuses propriétés bénéfiques pour l’organisme très largement décrites dans la littérature (voir table 1). Lactococcus lactis est une bactérie lactique anaérobie aérotolérante, gram positive, qui est considérée comme neutre vis-à-
vis de l’hôte. Cependant lors d’une inflammation, elle peut être protectrice et donc avoir un effet probiotique (Grimoud et al., 2010). Lactococcus lactis a été utilisée dans des études comme vecteur de molécules anti-inflammatoires et montre une efficacité 
importante, notamment dans des modèles d’inflammation intestinale (Steidler et al., 2000)(Foligne et al., 2007). Au laboratoire, L.lactis recombinante pour L’Elafine (un inhibiteur de protéases) délivre cette protéine directement sur le site inflammatoire ce qui a pour effet de protéger les animaux de la colite et in vitro, en réduisant 
l’inflammation intestinale (Motta et al., 2012).  4- Le système nerveux entérique  
L’intestin possède une innervation qui lui est propre : le système nerveux entérique (SNE). Ce SNE est un système reflexe semi-autonome composé d’une 
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innervation extrinsèque et intrinsèque. L’innervation intrinsèque est composée de neurones dont les corps cellulaires sont situés dans l’intestin lui-même et a pour fonction de contrôler les processus digestifs (motricité et sécrétion intestinale). 
L’innervation extrinsèque présente des fibres nerveuses dont les corps neuronaux sont en dehors du SNE et permet la transmission des sensations de la périphérie vers le système nerveux central (SNC).  a) L’innervation intrinsèque  
Le SNE est composé d’environ 400 à 600 millions de neurones ce qui correspond à six fois le nombre de neurones de la moelle épinière (Brehmer, 2006). La figure 9 montre l’organisation de ce SNE. Il est constitué de 2 plexi, le plexus myentérique et le plexus sous-muqueux. Ils innervent les muscles longitudinaux et circulaires, la musculaire muqueuse, les artères et la muqueuse. Un réseau interconnecté de neurones afférents primaires intrinsèques permet la détection des stimuli 
physiologiques et d’induction d’une réponse appropriée : distorsions mécaniques, mouvement des villi, contractions des muscles intestinaux ou encore des changements chimiques de la lumière (Furness et al., 2004).   
 Figure 9 : Organisation du SNE (Furness, 2012) 
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Le SNE est un plexus ganglionnée. Il se compose du plexus myentérique, entre les couches de muscles longitudinaux et circulaires de la musculeuse externe et le plexus sous muqueux qui a des composantes afférentes et efférentes. Les faisceaux des fibres nerveuses relient les ganglions et forment également des plexus qui innervent les muscles longitudinaux, circulaire, la musculaire muqueuse et la muqueuse.  Ces plexi ont une organisation neuronale sous forme de ganglions qui sont constitués de corps neuronaux entériques et de cellules gliales. Les neurones entériques des 2 plexi 
sont fortement interconnectés et dialoguent en permanence afin d’assurer leurs 
fonctions dans l’intestin (Cooke et al., 1993).  Principaux types de neurones composant le SNE : Les Neurones Intrinsèques Primaires Afférents (IPANs) sont situés dans les plexi sous-muqueux et myentériques. Leurs dendrites vont innerver la muqueuse intestinale. Leur axone se projette sur les interneurones et les motoneurones des 2 plexi. Ces neurones vont pouvoir détecter des informations de la muqueuse intestinale et les relayer aux autres neurones du SNE. Ils sont donc en lien étroit avec l’environnement de la 
muqueuse intestinale et notamment les cellules de l’épithélium. Ils sont sensibles aux 
stimulations mécaniques de l’intestin comme les distensions intestinales (Clerc and Furness, 2004). Les interneurones sont fortement connectés entre eux et forment une chaine 
d’excitation qui peut être descendante ou ascendante. Ils sont régulés par les IPANs. Ils permettent la régulation des fonctions intestinales (Furness, 2000). Les motoneurones sont des neurones efférents connectés aux effecteurs. Ils sont présents en majorité dans le plexus myentérique. Ils sont soit excitateurs, soit 
inhibiteurs des muscles lisses de l’intestin provoquant ainsi respectivement la contraction ou la relaxation des muscles (Brookes et al., 2013).  b) L’innervation extrinsèque 
L’innervation extrinsèque de l’intestin est assurée par des nerfs spinaux et vagaux, des axones du système parasympathique (vagual et sacral) et du système sympathique (ganglions prevertebral) (Blackshaw et al., 2007). Elle est impliquée dans la satiété, les nausées, le contrôle des sphincters, de la détection des douleurs et plus généralement de 
l’homéostasie. Les nerfs extrinsèques peuvent aussi moduler la motricité gastro-
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intestinale. Près de 75% des afférences vagales qui innervent l’intestin transmettent des 
informations sensitives de l’intestin vers le cerveau (Powley and Phillips, 2002). 
L’information sensitive provenant de l’intestin est envoyée au SNC par 2 voies : via les ganglions nodoses directement au cerveau ou par les ganglions de la racine dorsale par 
l’intermédiaire de la moelle épinière comme le montre la figure 10.    
 Figure 10 : Innervation extrinsèque du tractus gastro-intestinal (Ratcliffe, 2011) Les IPANs sont multipolaires et leurs terminaisons projettent dans l’intestin. Les neurones vagaux des afférences primaires ont leur corps cellulaire dans les ganglions nodoses et projettent dans le cerveau. Les corps cellulaires des neurones afférent primaires sont dans les ganglions de la racine dorsale, leurs terminaisons se trouvent dans la corne dorsale de la moelle 
épinière et leur axone passe par le ganglion sympathique pour innerver l’intestin.  Ces neurones sensitifs permettent de percevoir le remplissage de l’estomac et de 
l’intestin, des sensations douloureuses (comme des crampes, des coliques ou des douleurs aigues). Ces perceptions sont dépendantes de facteurs psychologiques, elles 
augmentent avec l’attention et à l’inverse diminuent avec le manque d’attention. Ces 
sensations peuvent aussi être réduites lorsqu’une autre douleur est détectée. D’autres informations non directement liées à un organe peuvent être ressenties comme la satiété après un repas (Furness et al., 1999). Les fibres des afférences vagales répondent à de nombreux stimuli comme des 
distensions mécaniques de l’œsophage ou de l’intestin, des contractions des muscles, au 
changement de l’osmolarité et de la température, ainsi qu’au contenu luminal. 
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c) Rôles 
L’innervation des muscles intestinaux permet la propulsion du bol alimentaire, son brassage, la modulation de la capacité de réservoir de l’estomac et l’expulsion des 
pathogènes et des substances nocives. L’œsophage et l’estomac sont en majorité 
contrôlés par le SNC, l’intestin grêle et le côlon sont régulés par le SNE à l’exception du sphincter anal, modulé par la moelle épinière (de Groat et al., 1981). Le SNE peut induire des mouvements rapides de propulsion (péristaltisme), de mixage (segmentation) et de rétropulsion (expulsion des substances nocives).  Les mouvements des fluides entre le lumen et la muqueuse intestinale sont finement régulés.  Plus de 2 fois le volume sanguin passe à travers la muqueuse intestinale chaque 
jour, l’interruption de ce flux peut entrainer des ischémies et être délétère pour la muqueuse (Wright and Loo, 2000). L’activation de neurones sécréto-moteurs par le SNE 
permet un transport de l’eau et des électrolytes de la lamina propria vers la lumière intestinale afin de maintenir un équilibre dans les fluides du corps (Sjövall et al., 1986). 
 d) Communication avec la cellule épithéliale  Les neurones du SNE expriment de nombreux récepteurs facilitant leur communication avec les cellules de leur environnement proche. Ils expriment par exemple des récepteurs activés par les protéases, les PARs (Protease Activated Receptors), leur activation entraine une stimulation neuronale et une mobilisation de calcium (Gao et al., 2002). Or de récents articles montrent que les cellules épithéliales intestinales, notamment en conditions pathologiques, sont une source importante de protéases (Motta et al., 2012) (Rolland-Fourcade et al., 2017)(voir chapitre 4).  Le SNE aurait aussi un rôle dans le maintien de la barrière intestinale via une action des neurones sous-muqueux dans la régulation de la prolifération des cellules épithéliales (Toumi et al., 2003). Il existe une communication importante entre les cellules épithéliales et les neurones. En effet, le GLP-2 (glucagon-like peptide-2), impliqué dans des fonctions de prolifération et de réparation cellulaire, est produit par la cellule épithéliale mais celle-ci ne possède pas le récepteur à cette molécule. Les neurones du SNE vont répondre au GLP-2 et, en retour, permettre l’expression du facteur de transcription c-Fos dans les cellules épithéliales intestinales (Bjerknes and Cheng, 2001). Les neurones entériques sont donc impliqués dans la prolifération et la 
réparation de l’épithélium. De plus, l’acétylcholine, médiateur produit par les neurones, 
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est impliqué dans le maintien de l’intégrité de la barrière épithéliale dans le côlon de cochons (Lesko et al., 2013). Les neurones myentériques moduleraient les jonctions serrées, de manière comparable au SNC dans son maintien de la barrière hématoencéphalique. La délétion des neurones myentériques chez des souris entraine une perte de la barrière intestinale et un développement inflammatoire. Les neurones et les cellules gliales du plexus myentérique sécrètent du GSNO (Glial-derived s-nitrosoglutathione) qui régulerait la barrière épithéliale via l’augmentation de 
l’expression des jonctions serrées (Savidge et al., 2007).  La digestion du bol alimentaire apporte de nombreuses molécules et micro-organismes délétères pour l’organisme. Le tube digestif est un tissu hautement différencié et spécialisé qui a mis en place nombreuses protections (barrière épithéliale, sécrétion de 
mucus…) et contrôle activement son intégrité (senseurs, innervations…). La cellule 
épithéliale est au cœur de ces processus de détection et de réponses à ses agressions extérieures. Elle assure ces fonctions de senseur en entretenant des communications étroites et fournies avec les autres cellules de son environnement et en particulier avec les cellules immunitaires et les cellules neuronales. Ces communications de la cellule 
épithéliale avec les cellules de son environnement constituent le cœur thématique de cette thèse.   
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CHAPITRE 2 :  
L’inflammation et la douleur dans l’intestin   1- Le système immunitaire de l’intestin  
L’intestin est en contact continu avec le milieu extérieur à travers le chyme. Les bactéries du microbiote ainsi que les pathogènes présents dans le bol alimentaire présentent un risque infectieux important. L’organisme a développé un arsenal cellulaire afin de prévenir, reconnaitre et lutter contre les infections et les stress (cancérogénèse, présence de corps étranger). Cette partie a pour but de décrire 
l’immunité mucosale de l’intestin de manière focalisé sur l’épithélium intestinal. 
 a) L’épithélium intestinal : première barrière de l’immunité  Le tube digestif présente une surface de contact très importante avec le milieu 
extérieur, et donc avec les pathogènes. L’épithélium intestinal, le mucus ainsi que le système immunitaire inné forment une barrière permettant de prévenir les infections. Le système immunitaire intestinal est très développé, il détecte et induit une réponse 
appropriée afin d’éliminer les pathogènes.  - La barrière épithéliale 
L’épithélium intestinal forme une barrière physique permettant la ségrégation des bactéries pathogènes de la lumière, du tissu stérile (Turner, 2009). Les jonctions cellulaires aident au maintien de l’intégrité de cette barrière.  En condition inflammatoire ou de stress, on peut observer une augmentation de la perméabilité paracellulaire. Celle-ci résulte de l’ouverture des jonctions cellulaires. Cette ouverture est possible grâce à la contraction des microfilaments d’actomyosine. La contraction est un phénomène mécanochimique qui requiert la phosphorylation de la chaine légère de myosine par la MLCK (Myosine Light Chain Kinase) en réponse à la fixation de la calmoduline et du calcium. La phosphorylation de la chaine légère de myosine va induire un changement de structure tertiaire de la myosine qui va 
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« marcher » le long du filament d’actine. Cela va augmenter la tension du cytosquelette de la cellule et induire une migration cytosolique des protéines de jonctions serrées. Ce 
phénomène va permettre l’augmentation de l’espace intracellulaire et donc de la perméabilité épithéliale permettant le passage de molécules de la lumière dans la muqueuse (Van Spaendonk et al., 2017). (Figure 11). 
D’autres signaux intracellulaires, comme l’activation des différentes voies de signalisation (PI3K, ERK, ROCK) induites par des médiateurs pro-inflammatoires comme 
les cytokines (TNFα, IFNγ, IL1β)  vont être capable d’activer la MLCK (Mankertz et al., 2009). D’autres cytokines telles que l’IL4 et l’IL13 augmentent la perméabilité paracellulaire via l’induction d’expression de la claudine 2 et à l’activation des voies pro-apoptotiques. D’autres médiateurs inflammatoires comme les protéases peuvent aboutir 
à l’ouverture des jonctions cellulaires et à l’augmentation de la perméabilité épithéliale (voir chapitre 4)  Chez les patients atteints de RCH  (Rectocolite hémoragique) on observe une diminution 
de l’expression des claudines 1, 2 et une augmentation des claudines 3, 4 et 7. Dans la MC (Maladie de Crohn), l’expression des claudines 1 et 2 sont augmentées alors que celle des claudines 3, 5 et 8 est diminuée (Prasad et al., 2005) (Weber et al., 2008).  
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 Figure 11: Représentation du complexe jonctionel apical à la surface 
intracellulaire de 2 cellules épithéliales (Van Spaendonk et al., 2017).  Les jonctions serrées sont constituées de 3 types de protéines membranaires : l’occludine, les 
claudines et les molécules d’adhésion de jonctions (JAM). Les protéines adaptatrices telles que ZO-1 relient les protéines transmembranaires à l’actine filamenteuse. Ce composant du cytosquelette interagit avec la myosine pour induire une contraction, suivie de l’ouverture de 
l’espace intercellulaire. La chaine légère de myosine (MLC) est le principal régulateur de cette machinerie contractile. La contraction se produit lorsque MLC est phosphorylé. Ceci est régulé 
par l’activité de la MLCK et de la MLCP qui sont à leur tour régulée par des voies de signalisation intracellulaire impliquant par exemple les kinases extracellulaires régulées par le signal ERK1/2, le calcium, la calmoduline, la PKC ou ROCK.  Les cellules épithéliales sont sources de mucines et de peptides antimicrobiens qui sont une part majeure des défenses innées contre les pathogènes (Bevins and Salzman, 2011). Elles présentent des PRR (Pattern Recognition Receptors) à leur surface qui leur 
permettent de détecter les pathogènes et d’induire une réponse appropriée  
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- Les secrétions des cellules épithéliales 
La sécrétion d’un mucus hautement glycosylé par les cellules à mucus crée une barrière 
contre l’attachement des bactéries sur l’épithélium. Ces cellules produisent TFF3 
(TreFoil Factor 3) et RELMβ (Resistin-Like Molecule β) qui contribuent à la régulation 
de la fonction barrière de l’épithélium (voir chapitre 1). Lors de l’inflammation, RELMβ provoque la sécrétion de MUC2 et régule les macrophages et les lymphocytes T (Lee et al., 2008). Le TFF est surexprimé au niveau des lésions inflammatoires et des ulcérations chez les patients atteints de MICI (Hoffmann, 2004). Cette fonction barrière est renforcée par la sécrétion des peptides antimicrobiens.  
Les PAM sont des composantes importantes de l’immunité innée. Ils induisent de 
multiples dommages aux bactéries comme l’inhibition de l’ADN, de l’ARN, de la synthèse protéique. Ils sont aussi capables de déstabiliser les membranes via la formation de canaux ioniques, de pores transmembranaires et de rupture de portions de la membrane (Brogden, 2005). Ces différents mécanismes d’actions vont induire une lyse bactérienne. 
Les principaux PAM, leur origine ainsi que leur mode d’action sont résumés dans la figure 12.  
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 Figure 12 : Les principaux peptides antimicrobiens humains (Harder et al., 2007).  Ils présentent une activité à large spectre ciblant les membranes dans lesquelles les défensines et la cathelicidine forment des pores qui conduisent à la mort bactérienne (Gallo and Hooper, 2012). La production de REGIIIγ permet la ségrégation du microbiote 
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intestinal de la surface épithéliale. Sa sécrétion dépend de la reconnaissance intrinsèque de signaux bactériens par les CEI (Vaishnava et al., 2011).   Les immunoglobulines A sécrétées (IgA S) sont les principales Ig sécrétées dans la lumière intestinale. Les IgA proviennent des lymphocytes B présents dans les plaques de Peyer ou dans les follicules lymphoïdes isolés. Les lymphocytes B activés vont débuter la commutation de classe et ainsi changer le type de leurs IgM en IgA. Ces lymphocytes devenus des cellules plasmatiques migrent dans la lamina propria où ils produisent les IgA principalement de manière dimérique. Ils sont pris en charge par le récepteur IgR à 
la surface de la cellule épithéliale, puis transportés à travers l’épithélium intestinal 
jusqu’à la lumière (Pabst et al., 2016). Des cytokines comme l’IL4, le TGFβ, l’IL5, et l’IL10 
peuvent induire la production d’IgA (Newberry and Lorenz, 2005). Leur rôle est multiple et encore pas totalement décrit. Les IgA peuvent empêcher les 
pathogènes et les toxines d’adhérer aux cellules épithéliales (Mantis et al., 2006), mais aussi piéger des bactéries dans le mucus (Kraehenbuhl and Neutra, 1992) évitant ainsi 
leur contact avec l’épithélium. Les IgA ont aussi un rôle dans l’homéostasie intestinale, 
notamment dans les premiers jours de la vie d’un enfant, où les IgA du lait maternel 
protègent l’intestin du nouveau-né et permettraient aussi de contrôler la mise en place du microbiote intestinal (Sekirov et al., 2010). Les cellules épithéliales intestinales transportent les IgA de la muqueuse vers la lumière. 
La collaboration entre les lymphocytes B sécréteurs d’IgA et les cellules épithéliales intestinales démontre une composante immunitaire aux CEI qui permet de réguler les 
populations de bactéries commensales et de participer au maintien de l’homéostasie intestinale (Shulzhenko et al., 2011). 
Les interactions entre les PAM, les mucines et les IgA permettent de concentrer l’activité 
antimicrobienne à la surface de l’épithélium, limitant la quantité et la diversité du microbiote.  b) Le « Gut Associated Lymphoïd Tissue » Les plaques de Peyers, les ganglions mésentériques, la lamina propria et les follicules lymphoïdes isolés forment le GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue) (Figure 13). Son 
rôle est d’induire une réponse immunitaire lors des infections par des pathogènes mais 
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aussi de tolérer les antigènes de l’alimentation et de la flore commensale (Weiner et al., 2005).  
 Figure 13 : Le GALT (Vivier et al., 2009). 
L’immunité de la muqueuse intestinale est médiée par des cellules immunitaires qui sont 
répartis dans l’épithélium et la lamina propria sous-jacente, ainsi que par des cellules immunitaires qui sont organisées dans les tissus lymphoïdes associés aux muqueuses tels que les plaques de Peyers et les ganglions lymphatiques mésentériques.  
Les plaques de Peyer (PP) se situent le long de l’intestin grêle et se comptent au nombre de 100-200 chez l’être humain (Heel et al., 1997). Elles sont organisées en 3 régions : des follicules contenant des cellules B, une zone de lymphocytes T et des cellules épithéliales 
composées de cellules M qui sont spécialisées dans la fixation et le transport d’antigènes luminaux dans les PP. Elles contiennent aussi de nombreux vaisseaux sanguins et lymphatiques afin de permettre le recrutement de cellules immunitaires naïves. Après leur activation et leur expansion, ces cellules maintenant maturées, rejoignent le site inflammatoire. Les PP sont en contact permanent avec les antigènes (Ag) de la lumière, induisant une sélection et une activation des lymphocytes B dans les centres germinatifs 
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(Victora and Nussenzweig, 2012). Le microbiote intestinal est nécessaire au développement de PP car chez les souris axéniques les PP sont atrophiées (Pickard and Chervonsky, 2010). Les follicules lymphoïdes isolés (FLI) sont présents dans le côlon avec une densité 
d’environ un tous les 0,04 mm de muqueuse. Ces structures sont indépendantes des 
cellules T mais sont compatibles avec leur présence avant l’induction des IgA par les lymphocytes B (Yamamoto et al., 2004).  c) Les cellules immunitaires intestinales résidentes De nombreux mécanismes sont donc mis en place pour prévenir la pénétration de bactéries dans la muqueuse intestinale. Cependant lorsque des pathogènes échappent 
aux premières défenses de l’organisme, des cellules présentes dans la muqueuse 
(résidentes) permettent de lutter contre l’organisme étranger avant même la mise en place de la réponse inflammatoire.   - Les lymphocytes T intraépithéliaux 
Les lymphocytes T intraépithéliaux (LTi) peuvent être divisés suivant l’expression de leur T-cell receptor (TCR) αβ ou du TCR de type γδ. Ces derniers sont présents aux 
alentours des 10% dans l’intestin humain mais peuvent être augmentés en condition inflammatoire (Spencer et al., 1991). Les LT αβ possèdent un corécepteur CD8αα, et les 
LT γδ expriment soit un CD4CD8 soit comme les LT αβ, un corécepteur CD8αα. Ces lymphocytes sont indépendants des molécules classiques de CMH (Complexe Majeur 
d’Histocompatibilité) pour leur activation mais celle-ci requiert un CMH non classique. Ces cellules ont des propriétés cytotoxiques faisant intervenir les systèmes de 
granzymes/perforine, Fas/FasL. L’activation ou la lésion épithéliale déclenchent 
l’expression de ligands co-stimulateurs (MICA, MICB, ULBP) à leur surface qui induisent 
l’action effectrice des LTi (Hayday et al., 2001). Leur emplacement dans l’épithélium 
intestinal leur permet de détecter l’entrée de pathogènes et d’induire la destruction de la cellule infectée. Des souris déficientes en LTi, sont incapables de limiter l’entrée et la 
propagation de pathogènes lors d’infections (Sheridan and Lefrançois, 2010).    
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- Les cellules lymphoïdes innées Récemment décrites, les cellules lymphoïdes innées (CLI) sont des effecteurs de la réponse innée. Elles sont présentes dans les tissus intestinaux, en proche contact de 
l’épithélium intestinal, ce qui leur permet une réponse rapide contre les pathogènes. Elles ne possèdent pas de récepteurs spécifiques aux antigènes, ce qui les affranchis de toute activation/expansion et leur permet de réaliser leurs fonctions effectrices dès la détection du pathogène (Cherrier, 2014). Les CLI sont différenciées en 3 catégories 
suivant leur facteur de transcription et la sécrétion d’interleukines. Les CLI de type 1 
comprennent les populations productrices d’IFNγ, de TNFα et exprimant le facteur de transcription T-bet. Les représentants majeurs de ces cellules sont les cellules NK qui sont impliquées dans la réponse aux infections virales et à la surveillance tumorale (Waldhauer and Steinle, 2008). Les CLI de type 2 anciennement nommées nuocytes ou « natural helper cells » produisent des cytokines de type 2 (IL4, IL5, et IL13). Elles répondent aux cytokines IL22, IL33 et au TSLP et sont impliquées dans les réponses 
antiparasitaires et lors de l’inflammation allergique (Neill et al., 2010). Les CLI de type 3 
sont caractérisées par l’expression du facteur de transcription de RORγT et la production de cytokines IL17A et IL22 (Vivier et al., 2009). Elles ont un rôle dans 
l’immunité antibactérienne et la protection de la barrière épithéliale (Buonocore et al., 2010).  - Les cellules dendritiques  Leur principal rôle est l’induction de l’immunité acquise. Elles participent à la surveillance du tissu sous forme de cellules dendritiques immatures. Elles opèrent comme des phagocytes en internalisant les microorganismes, non pas pour les détruire mais pour les présenter à leur surface aux lymphocytes. Les cellules dendritiques immatures se différencient ensuite en cellule dendritiques matures, perdent leur capacités phagocytaires et migrent dans les ganglions mésentériques ou elles rencontrer ont les lymphocytes T auxquels elles présenteront l’antigène afin de les activer (Banchereau and Steinman, 1998).  - Les macrophages résidents Les macrophages résidents sont les cellules immunitaires les plus abondantes dans le côlon (Platt et al., 2010). Ces macrophages coliques ont un phénotype tolérogène, anti-
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inflammatoire. Ils sont de type M2. Ils produisent de l’IL10 en réponse à une stimulation au LPS, et conduisent à la régénération et à la prolifération épithéliale. En réponse à la 
flore bactérienne, les macrophages produisent de l’IL1β qui active les CLI de type 3 induisant leur sécrétion de GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor). Le GM-CSF permet la sécrétion par les macrophages et les cellules dendritiques 
de l’IL10 qui va promouvoir la différentiation des lymphocytes T régulateurs (Mortha et al., 2014). La sécrétion de l’IL1β est sous la dépendance de NLRC4 qui permet de distinguer entre les bactéries commensales ou pathogéniques (Franchi et al., 2012).  d) Les cellules immunitaires intestinales inflammatoires circulantes Lorsque le pathogène est reconnu par le système immunitaire et par les cellules de 
l’épithélium intestinal, celles-ci sécrètent des cytokines et des chimiokines permettant le recrutement des cellules inflammatoires circulantes.  - Les neutrophiles  Ce sont des cellules effectrices de première ligne. Elles sont rapidement recrutées sur le 
site de l’inflammation, elles ingèrent et détruisent les pathogènes grâce notamment à des granules azurophiles. Ces granules sont riches en myélopéroxidase (MPO), en hydrolases et en protéase à sérine (élastase du neutrophile et protéinase-3). Ces cellules ont une durée de vie courte (2 à 3 jours) (Borregaard et al., 1995).   - Les macrophages Ces cellules assurent la surveillance du tissu et jouent un rôle important d’entretien. Ils 
dérivent des monocytes circulants et se différencient en quittant la circulation lorsqu’ils sont attirés sur le site inflammatoire. Comme les neutrophiles, ils ingèrent et détruisent les pathogènes mais sécrètent aussi des cytokines et chimiokines pro-inflammatoires 
(TNFα, IL8, IL6 et IL23). Ils ont par contre une durée de vie beaucoup plus longue. Les macrophages participent aussi à la réponse adaptative en tant que cellules effectrices 
lorsqu’ils sont activés par les lymphocytes T ou par les anticorps sécrétés par les lymphocytes B (Auffray et al., 2009).    
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- Les basophiles, mastocytes et éosinophiles  Ces cellules sont impliquées dans la protection des surfaces épithéliales et plus particulièrement du tractus gastro-intestinal. Ils peuvent être activés directement, ou 
par l’intermédiaire de cytokines sécrétées par les lymphocytes. Ces cellules possèdent des granules qui contiennent des médiateurs cytotoxiques. Ils sont majoritairement impliqués dans la défense contre les organismes trop grands pour être phagocytés par 
les macrophages. Lorsqu’ils sont activés, ils libèrent le contenu de leurs granules afin de créer un environnement inflammatoire, hostile pour les parasites. Les basophiles et les 
mastocytes relarguent aussi de l’histamine, médiateurs importants dans la réponse 
allergique et dans l’inflammation pathologique. Dans le côlon sain, on retrouve peu de mastocytes dans le tissu intestinal. De même pour les éosinophiles, qui pourraient jouer 
un rôle dans l’homéostasie intestinale grâce à la modulation des IgA (Chu et al., 2014).  - Les lymphocytes Les 2 types majeurs de lymphocytes sont les lymphocytes B qui arrivent à maturité dans la moelle osseuse et les lymphocytes T qui maturent dans le thymus. La fonction 
principale des lymphocytes B est la sécrétion d’anticorps. Les lymphocytes T se différencient en 2 classes : les lymphocytes T cytotoxiques, possédant une molécule de co-stimulation de type CD8 et capables de tuer une cellule infectée par des virus ou des bactéries, et les lymphocytes T auxiliaires, ayant une molécule de co-stimulation CD4, 
qui sécrètent des cytokines et permettent l’activation d’autres cellules du système immunitaire.  Les lymphocytes reconnaissent les antigènes grâce à des récepteurs spécialisés (BCR pour les lymphocytes B et TCR pour les lymphocytes T). Chaque lymphocyte reconnait 
un antigène unique mais les recombinaisons génétiques à l’origine de la mise en place de leurs récepteurs leurs permettent de reconnaitre spécifiquement un nombre presque 
illimité d’antigènes. Les lymphocytes matures n’ayant pas encore rencontré l’antigène sont appelés lymphocytes naïfs. Ces lymphocytes vont se différencier en cellule effectrice grâce à leur activation par les cellules dendritiques dans les ganglions mésentériques, puis migrer sur le site inflammatoire.    
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2- La réponse inflammatoire intestinale  
L’organisme a développé un arsenal cellulaire afin de prévenir, reconnaitre et lutter contre les infections et les stress dont la cellule épithéliale joue un rôle majeur.  a) Le rôle central de l’épithélium intestinal - La reconnaissance des antigènes luminaux Les capacités immunorégulatrices des cellules épithéliales intestinales (CEI) peuvent être mises en place grâce à une détection efficace des pathogènes de la lumière mais aussi des antigènes endogènes. Cette reconnaissance est possible grâce à la présence à la surface des CEI de nombreux senseurs dynamiques. Les PRR (ou Pattern Recognition Receptors) reconnaissent des motifs bactériens très 
conservés les PAMP’s (Pathogen Associated Molecular Patterns). Ils sont essentiels à la survie des microorganismes et donc difficilement modifiables.  Les PRR sont exprimés dès les premières étapes de la vie et sont présents sur de nombreux types cellulaires (cellules immunitaires, cellules épithéliales). Il existe différents types de PRR qui réagissent à des PAMPs spécifiques en activant des voies de signalisation particulières 
afin d’éliminer le pathogène reconnu (Fearon and Locksley, 1996). Les membres les plus connus sont les TLR (Toll Like Receptors) et les NLR (NOD Like Receptors). Ils permettent la reconnaissance des motifs microbiens (le TLR4 reconnait le LPS, le TLR5 
reconnait la flagelline bactérienne) ou de signaux endogènes (le TLR9 reconnait l’ADN, 
NOD2 reconnait le MDP bactérien intracellulaire). L’activation de ces récepteurs va mobiliser des voies de signalisation impliquées dans la réponse immunitaire (comme la voie de NFkB ou des MAPK) pour aboutir à la transcription de gènes pro ou anti-inflammatoires.         
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Le rôle de ces PRR présents sur la cellule épithéliale est décrit dans le tableau suivant :  
- PRR et signalisations dans les CEI 




- Protège les CEI des blessures 
- Augmente le transport des cellules M 
- Promeut la communication par es jonctions gap 
- Augmente la production de TFF3 
- Promeut l'intégrité des jonctions serrées 
TLR4 
- Protège les CEI des blessures 
- Augmente le transport des cellules M 
- Favorise le développement des tumeurs et leur croissance 
- Augmente la production de prostaglandine 
- Favorise le développement des entérocolites nécrosantes chez 
les nourrissons 
TLR5 
- Promeut la production de cytokines et de chimiokines 
- Protège de l'apoptose 
- Limite l'inflammation médiée par l'IL1 
- Protège de la forte croissance bactérienne 
TLR9 
- Inhibe l'activation de NFkB et favorise la tolérance aux signaux 
TLR 
- Promeut la dégranulation des cellules de Paneth 
- Favorise la production de PAM 
- Protège les CEI des blessures 
TRIF - Favorise l'apoptose 
Myd88 
- Favorise la production de PAM 
- Protège les CEI des blessures 
- Augmente la sécrétion de mucines 
- Favorise la production de prostaglandine 
- Aide à la production des IgA par les cellules B 




- Protège les CEI des dommages 
- Inhibe le développement tumorale 
- Induit la formation de tissus lymphoïdes 
- recrute des protéines d'autophagie 
NOD2 
- Recrute des protéines d'autophagie 
- Favorise la production de PAM 
- Promeut la production de ROS 
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NLRP3 
- Inhibe le développement tumoral 
- Favorise ou limite le développement de colites (dépend du 
contexte) 
- Favorise la production de PAM 
- Régule la composition du microbiote 




dans cette voie Effets in vivo sur les CEI 
NFkB 
IKK1 
- Inhibe l'apoptose 
- Favorise la production de PAM 
- Protège des dommages tissulaires 




MAP kinase p38alpha - Favorise la différenciation des cellules à mucus 
- Inhibe la prolifération 
- Régulateurs négatifs des voies de signalisation des PRR dans les CEI 
 
Molécules 
régulatrices Effets in vivo sur les CEI 
  SIGIRR 
- Inhibe les signaux des TLR 
- Limite la prolifération 
- Protège les CEI des dommages 
- Inhibe le développement et la progression tumorale 
  A20 
- Inhibe l'apoptose 
- Protège les CEI des dommages 
- Inhibe l'activation de NFkB par les PRR et les récepteurs aux 
cytokines 
  miR-146a - Inhibe les signaux des TLR durant la période néonatale  Table 2 : Rôle des PRR dans la régulation des CEI et dans l’homéostasie tissulaire (adapté de (Peterson and Artis, 2014)) APRIL : A Proliferation-Inducing Ligand ; BAFF : B cell activating Factor ; CEI : Cellules Epithéliales Intestinales ; ND : Non Determiné ; PAM : Peptides Antimicrobiens ; ROS : Reactive Oxygen Species ; SIGIRR : Single Ig IL1 Related Receptor ; TFF3 : TreFoil Factor ; TLR : Toll Like Receptor   
L’abondance du microbiote à proximité des cellules épithéliales nécessite la mise en place par les cellules épithéliales intestinales de mécanismes visant à limiter les stimuli induits par ces bactéries commensales (Figure 14). Les CEI expriment des régulateurs négatifs des signaux pro-inflammatoires médiés par les PRR. Par exemple, l’activation du 
TLR1 déclenche l’activation du facteur de transcription NFkB qui va aboutir à la 
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transcription de gènes pro-inflammatoires. La protéine SIGRR peut interférer avec cette 
voie de signalisation et inhiber la production d’IL1β (voir table 2) (Wald et al., 2003).  De plus, les CEI doivent aussi être capables de différencier des signaux de bactéries commensales de ceux de bactéries pathogènes afin de mettre en place une réponse 
inflammatoire appropriée. La polarisation des CEI leur permet d’exprimer certains PRR sur leur pôle basal et d’autres sur le pôle apical. Cette ségrégation des PRR a pu être montrée in vivo et in vitro. La stimulation baso-latérale du TLR9 entraine une forte 
activation de NFkB alors qu’une reconnaissance apicale par le TLR9 provoque une inhibition de ce même facteur de transcription (Lee et al., 2006) (Figure 15). FRMPD2 (FERM and PDZ domain containing 2) est un régulateur positif de NOD2. Il agit comme une protéine chaperonne qui favorise la localisation baso-latérale de NOD2 et son activation par un motif riche en répétition de leucine (LRR). Dans la maladie de Crohn, des mutations du gène codant NOD2 sont associées au développement de la pathologie (voir chapitre 3). Ces mutants de NOD2 ont perdu leur capacité à interagir avec FRMPD2, à co-localiser à la membrane baso-latérale de le CEI et donc de pouvoir répondre à une stimulation (Ogura et al., 2001).   
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 Figure 14 : La reconnaissance des motifs microbiens induit une réponse adaptée 
des CEI (Peterson and Artis, 2014).  (a) Les PRR reconnaissent des motifs bactériens conservés et induisent une réponse adaptée par différentes voies de signalisation. (b) La reconnaissance microbienne par les CEI promeut la survie et la réparation cellulaire.  
Les sécrétions de la barrière épithéliale jouent un rôle important dans l’homéostasie des CEI. Chez des souris axéniques, la très fine couche de mucus présente dans le côlon peut être augmentée par un traitement avec des ligands des TLRs ce qui montre le rôle des bactéries commensales dans la production de mucus par les cellules à mucus (Kim and Ho, 2010). La capacité des CEI à détecter leur environnement microbien joue un rôle important dans la régulation de leur fonction barrière.  - Régulation des cellules immunitaires Les CEI produisent de nombreux signaux immunorégulateurs nécessaires à la tolérance 
des cellules immunitaires, à l’induction de la réponse inflammatoire innée ou adaptative. 
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Ils dépendent de la reconnaissance de la cellule épithéliale et de sa capacité à produire des cytokines comme le TSLP (Thymic Stromal Lymphopoietin) (Rimoldi et al., 2005), le 
TGFβ (Zeuthen et al., 2008) et de l’IL25 (Zaph et al., 2008). 
La sécrétion de TSLP, de TGFβ et d’acide rétinoïque produite en réponse aux bactéries commensales induit le développement de cellules dendritiques et de macrophages aux 
propriétés tolérogènes (production d’IL10 et d’acide rétinoïque) (Zeuthen et al., 2008). Après interaction avec les CEI, ces cellules dendritiques CD103+ vont dans les tissus lymphoïdes où elles permettent une différenciation des lymphocytes T tolérogènes exprimant le facteur de transcription Foxp3 (Coombes et al., 2007). Les macrophages CX3CR1hi perdent leur propriété migratoire, restent en contact étroit avec les cellules épithéliales intestinales et possèdent une activité phagocytaire importante afin de lutter contre les pathogènes qui auraient pu traverser la barrière épithéliale. Ils expriment des protéines de jonctions serrées qui permettent la formation de dendrites transépithéliales qui pénètrent dans le lumen pour détecter les antigènes exogènes (Niess et al., 2005). Ces macrophages peuvent être aussi tolérogènes via la sécrétion 
d’IL10 (Kang et al., 2012). 
Les cellules lymphoïdes innées (CLI) jouent un rôle crucial dans l’homéostasie 
intestinale, l’inflammation et dans les réponses précoces à l’infection (Tait Wojno and Artis, 2012). Elles sont régulées par des signaux provenant des CEI. Ces signaux dépendent de la stimulaiton microbienne : les bactéries pathogènes vont induire la 
production d’IL25 par les CEI. Cette sécrétion d’IL25 par les CEI diminue la sécrétion 
d’IL22 par les CLI (Sawa et al., 2011). L’IL22 a un rôle protecteur du tissu intestinal. A 
l’inverse, les bactéries commensales induisent la production d’IL7 par les CEI. Cette cytokine est reconnue par les CLI ce qui induit leur sécrétion d’IL22 ainsi que 
l’expression du facteur de transcription RORγT (Vonarbourg et al., 2010). Ces cellules ainsi activées ont un rôle important dans la protection de l’épithélium intestinal des blessures et des infections par des pathogènes bactériens.  - Le facteur de transcription NFkB Le facteur de transcription NFkB joue un rôle central dans la réponse inflammatoire. Il 
peut être activé par l’immunité innée (via les TLR), les voies de réponses au stress et par 
l’immunité adaptative. Il contrôle l’expression de nombreux acteurs de la réponse 
inflammatoire comme les cytokines (TNFα, IL1, IL6, IFNγ), les chimiokines (IL8, MCP1), 
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les molécules d’adhérence (ICAM, selectine E), les molécules immunitaires effectrices (Fas-L, COX2), et des molécules de survie (Bcl-X, A1). Il a aussi un effet sur la survie 
cellulaire en faisant obstacle aux signaux d’apoptose provenant de TNFR1 (récepteur au TNF) (Bonizzi and Karin, 2004). La délétion de NFkB est létale chez la souris durant le développement embryonnaire dû à son rôle dans la survie cellulaire. Les mutations du gène codant pour NFkB entrainent des immunodéficiences chez les patients (Hoffmann et al., 2003). NFkB est le produit de 5 gènes codant des protéines ayant toutes un 
domaine Rel de liaison à l’ADN. C-Rel, RelA et RelB possèdent un domaine qui stimule la 
transcription, p50 et p52 n’ont pas de domaine de transactivation. Ces 5 molécules 
s’associent en homo ou en hétéro dimère pour former des complexes régulateurs aux propriétés activatrices ou répressives (Figure 15). Ces dimères sont maintenus à l’état inactif par un inhibiteur de NFkB (I-kB). La stimulation de cette voie induit l’activation 
du complexe multimérique kinase d’IkB (IKK) qui va phosphoryler 2 sérines sur IkB. 
Cela va entrainer la dégradation de IkB par la voie de l’ubiquitine. Le dimère de NFkB est libéré et peut ainsi accéder au noyau et avoir des propriétés de facteur de transcription. NFkB contrôle l’expression de IkBα, qui une fois synthétisé se lie à NFkB et l’exporte vers le cytoplasme ce qui permet un contrôle négatif des processus inflammatoires médiés par NFkB (Ghosh et al., 2002).   
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 Figure 15 : La voie d’activation de NFkB (Bonizzi and Karin, 2004). La voie de NFkB est activée par une variété de signaux inflammatoires, entrainant une expression coordonnée de multiples gènes inflammatoires et de l’immunité innée. Les cytokines pro-inflammatoires IL1β et TNFα activent NFkB et leur expression est induite en réponse à 
l’activation de NFkB formant ainsi une boucle d’amplification.  b) La réponse inflammatoire 
Lorsque qu’une agression est détectée (infection, lésion tissulaire) la réponse 
inflammatoire se met en place afin de palier à ce phénomène et permet l’élimination du 
stimulus nocif et un retour à une situation d’homéostasie. Cette réponse inflammatoire se décompose dans une phase de détection de l’agression (décrite de manière centrée sur la cellule épithéliale dans le chapitre précédent, en raison de l’objet de notre étude), une phase vasculaire, une phase cellulaire et une dernière phase de résolution.  - La phase vasculaire 
Dès qu’un pathogène pénètre dans l’organisme ou qu’un signal endogène dangereux est détecté, il est immédiatement reconnu grâce aux PRR présent sur les cellules résidentes 
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de l’intestin comme les cellules épithéliales, les macrophages, les lymphocytes 
intraépithéliaux ou encore les CLI. Ces cellules vont produire d’importantes quantités de 
médiateurs lipidiques, de cytokines et de chimiokines afin d’induire une réponse coordonnée de la part des vaisseaux sanguins et des leucocytes. Ces médiateurs 
inflammatoires permettent d’augmenter la perméabilité vasculaire et d’augmenter 
l’adhérence des cellules de l’endothélium afin de favoriser le passage des leucocytes de 
la circulation sanguine vers le site inflammatoire. Ils permettent aussi d’activer les cellules phagocytaires comme les macrophages afin de favoriser leur activité 
microbicide et d’activer les cellules NK (CLI). Pour cela, les médiateurs inflammatoires augmentent la cytotoxicité de ces 2 types cellulaires et induisent la production de cytokines complémentaires (Medzhitov, 2008). L’activation des cellules endothéliales déclenche la cascade protéolytique des kinines et de la coagulation. La bradykinine de la cascade des kinines augmente encore la perméabilité endothéliale tandis que la coagulation va entrainer la formation de caillots afin de limiter la propagation des pathogènes (Nathan, 2002). Les médiateurs de l’inflammation sont nombreux et divers. Les cytokines pro-
inflammatoires comme l’IL1β ou le TNFα activent les macrophages et les mastocytes et 
jouent un rôle important dans l’induction de l’inflammation. Les médiateurs lipidiques comme les prostaglandines et les leucotriènes sont produits à partir de l’acide arachidonique qui est généré à partir de phospholipides de la membrane cellulaire par la phospholipase A2 (PLA2). L’acide arachidonique est ensuite converti en prostaglandine par la cyclo-oxygénase (COX-1 et COX-2) ou en leucotriène. Les stimuli inflammatoires activent la PLA2 et induisent la synthèse de COX-2 (Dubois et al., 1998). Ces COX produisent la prostaglandine H2 qui sera ensuite convertie en d’autres prostaglandines (comme la prostaglandine E2). Elles ont des récepteurs spécifiques 
permettant par exemple l’augmentation de la perméabilité vasculaire conduisant à la 
formation d’un œdème (Tilley et al., 2001). Ces médiateurs lipidiques peuvent aussi agir sur les fibres nerveuses sensitives et provoquer un message douloureux.  
La phase vasculaire de l’inflammation est ainsi mise en place induisant les 4 signes 
cardinaux de l’inflammation : rougeur, chaleur, douleur et gonflement.    
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- La phase cellulaire Une fois les cellules résidentes activées par l’agression tissulaire, la production massive de cytokines et de chimiokines va permettre le recrutement de cellules inflammatoires depuis la circulation sanguine (Muller, 2013).  
Le TNFα et l’IL1β activent les cellules endothéliales : elles vont exprimer la selectine P et la sélectine E à leur surface (Rosen et al., 2004). Lorsque les leucocytes circulants 
rencontrent ces molécules, ils interagissent avec elles par l’intermédiaire de protéines soufrées exprimées constitutivement et sont ralentis. Ils roulent à la surface des cellules endothéliales, formant de plus ne plus de liaisons avec les sélectines (Figure 16). La détection des chimiokines liées aux cellules endothéliales induit un aplatissement des cellules immunitaires et leur liaison avec des intégrines de hautes affinités qui reconnaissent I-CAM1 et VCAM (exprimés sur les cellules endothéliales grâce aux cytokines pro-inflammatoires). Cette adhérence devient irréversible. Les leucocytes font ensuite la diapédèse : ils migrent entre 2 cellules endothéliales et quittent la circulation sanguine pour rejoindre le site de l’inflammation (Mempel et al., 2004). Des gradients de chimiokines et de chimioattractants dirigent les leucocytes vers le tissu lésé. Les leucocytes recrutés dépendent des chimiokines sécrétées au niveau du site inflammatoire. Les premières cellules infiltrées sont les neutrophiles, attirés notamment 
par CXCL8 produit en réponse à l’IL1β et le TNFα. Les monocytes, qui se différencient en 
macrophages sont ensuite attirés sur le site inflammatoire par l’IL6 (Rot and von Andrian, 2004).  
 Figure 16 : Recrutement des leucocytes au site d’infection (Muller, 2013). 
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Les étapes séquentielles dans la migration des leucocytes sont contrôlées par l’interaction entre des molécules spécifiques sur les leucocytes et leurs contre-récepteurs sur les cellules endothéliales.   - La phase de résolution 
Cette phase correspond à une diminution de la réponse inflammatoire jusqu’à un retour 
à une situation d’homéostasie du tissu. Les neutrophiles, après avoir réalisés leurs actions effectrices inflammatoires au sein du tissu, entrent en apoptose (Fox et al., 2010). Les macrophages phagocytent ces neutrophiles apoptotiques. La clairance des neutrophiles en apoptose induit un changement des macrophages d’un phénotype de pro inflammatoire vers un phénotype antiinflammatoire (Michlewska et al., 2009). Les macrophages anti-inflammatoires (M2) sont capables de produire des métalloprotéases (MMP12) qui inactive par clivage les chimiokines comme CCL7, connus pour attirer les cellules pro-inflammatoires (McQuibban et al., 2002). Les chimiokines permettent d’orchestrer la migration des 
leucocytes sur le site de l’inflammation, leur inactivation stoppe l’afflux des cellules inflammatoires. De plus, les neutrophiles pro-apoptotiques relarguent des molécules 
comme l’annexine A1 qui réduit le recrutement des neutrophiles en diminuant leur adhésion et leur migration (Dalli et al., 2008). Le changement de phénotype des macrophages leur permet de produire des cytokines anti-inflammatoires comme l’IL10 
et le TGFβ (Fadok et al., 1998). Les médiateurs lipidiques tels que les lipoxines, les resolvines et les protectines sont importants pour la phase de résolution (Serhan et al., 2008). Les Tregs jouent un rôle important dans cette résolution et font le lien entre 
l’immunité innée et adaptative. Ils peuvent inhiber les fonctions des lymphocytes pro-inflammatoires via une reconnaissance spécifique de l’antigène, mais ils sont aussi 
capables d’effectuer leurs actions antiinflammatoires en l’absence de stimulation antigénique (D’Alessio et al., 2009). 
Le retour à l’homéostasie tissulaire après une lésion inflammatoire nécessite la réparation du tissu intestinal et le rétablissement de ses fonctions. Les macrophages produisent des facteurs de croissances afin de promouvoir la prolifération et la différentiation des cellules, ainsi que des protéases et leurs inhibiteurs pour le remodelage de la matrice extracellulaire. Le TGFβ produit par les macrophages et les Treg va favoriser la régénération et la cicatrisation de l’épithélium intestinal en activant la prolifération des cellules de la crypte, leur différentiation ainsi que la migration 
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cellulaire afin de combler l’épithélium lésé (Iizuka and Konno, 2011). Les macrophages sécrètent aussi du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) afin de promouvoir 
l’angiogenèse et l’oxygénation du tissu (Knighton et al., 1983).   3-  La douleur viscérale  La douleur nous permet de détecter et d’être alerter de la présence d’un stimulus dangereux (pouvant causer des dommages ou être nocif). Cette douleur est générée par la détection par le système nerveux périphérique de stimuli dans les tissus ou les 
organes, puis par l’interprétation par le système nerveux central de ces messages. Dans le cas de douleur d’origine viscérale, contrairement à la douleur somatique, la douleur 
est diffuse, et l’on ne peut identifier précisément l’organe qui en est l’origine. En cela, la douleur viscérale diffère de la douleur somatique, ceci s’expliquant par des mécanismes neurobiologiques et psychologiques différents. Dans le cadre de nos travaux nous nous intéresserons uniquement à la douleur viscérale et plus particulièrement à la douleur viscéro-colique.  a) Définition La douleur viscérale est un terme générique utilisé pour décrire une douleur provenant des organes internes, qui est distincte de la douleur somatique. Il existe une étiologie 
multiple de ces douleurs comme l’inflammation (aigue ou chronique), l’interruption des 
processus mécaniques normaux, l’altération de neurotransmetteurs viscéraux et 
l’ischémie (Larauche et al., 2012) (Stoney and Reilly, 1983). La douleur viscérale possède des caractéristiques particulières, en dehors de toutes autres modalités de la douleur (adapté de (Moloney et al., 2015)) : 1- Toutes les viscères ne possèdent pas d’innervation sensorielle 2- La douleur viscérale ne peut pas être liée à des dommages viscéraux 3- La douleur viscérale est diffuse et difficilement localisable 4- La douleur viscérale est accompagnée de reflexes moteurs et autonomes 
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La douleur viscérale est associée à de nombreux désordres comme la pancréatite, 
l’appendicite aigue, le SCI, les MICI, les reflux gastro-œsophagiens, la cystite (Farmer and Aziz, 2013). Les voies de la sensation douloureuse passent par la périphérie et le SNC. La 
communication des informations sensorielles de l’intestin vers le système nerveux central passe par les nerfs vagaux,  pelviens et splanchniques (Figure 17). Les afférences vagales innervent le tractus gastro-intestinal depuis l’œsophage jusqu’au côlon transverse. Les nerfs pelviens innervent le restant du côlon et le rectum. Un petit groupe 
d’afférences appelées afférences splanchniques dont les corps cellulaires proviennent de la région thoracolombaire de la moelle épinière innerve tout le tractus gastro-intestinal (Larauche et al., 2012). Les fibres nerveuses afférentes primaires innervant les viscères se projettent dans le SNC par 3 voies principales : le nerf vague, les voies sympathiques et le nerf pelvien (voies parasympathique). Les afférences primaires qui signalent au SNC résident principalement dans les ganglions nodoses vagaux qui projettent au niveau du noyau du tractus solitaire situé dans la moelle du tronc cérébral et dans les ganglions dorsaux T2-L2 et S1-5 (Vermeulen et al., 2014).   
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Figure 17 : Innervation spinale du tractus gastro-intestinal (Moloney et al., 2015). 
Le tractus intestinal supérieur (y compris l’œsophage et l’estomac) est innervé par les afférences thoraciques et lombaires. L’intestin grêle est innervé par les afférences thoraciques et lombaires. Les tractus moyen à inférieur, comprenant le côlon, est innervé par des afférences lombaires inférieures et des afférences sacrées supérieures. La région pelvienne est innervée par des afférences sacrées.   b) Les nocicepteurs de la douleur viscérale 
La transmission du message douleur est possible grâce à l’activation de nocicepteurs. Le terme nocicepteur est utilisé pour définir les récepteurs de la douleur mais est aussi étendu aux fibres afférentes sensitives. 
L’excitation des nocicepteurs doit dépasser un certain seuil (seuil de sensibilité) pour induire une signalisation (Dubin and Patapoutian, 2010).  - Les récepteurs impliqués dans la douleur viscérale Il existe de nombreux récepteurs impliqués dans la signalisation de la douleur viscérale. 
Ces récepteurs sont présents sur les fibres afférentes primaires innervant l’intestin. Nous nous intéresserons uniquement aux récepteurs impliqués dans la douleur viscérale associée au SCI. Les récepteurs tachykinergiques comptent 3 principaux membres sont NKR1, NKR2 et NKR3. Leurs agonistes principaux sont la substance P, la neurokinine A et la neurokinine B (Almeida et al., 2004). Ce sont des récepteurs couplés aux protéines G. Chez la souris, le blocage de NKR1 (par un antagoniste ou chez un animal déficient) entraine une 
diminution de l’hypersensibilité viscérale (Laird et al., 2001a) (Julia et al., 1994).  Chez 
l’Homme, un antagoniste du NKR2 (l’ibodudant) réduit la douleur viscérale chez les patients atteints de SCI (Tack et al., 2006). Les récepteurs à la sérotonine sont activés par la sérotonine provenant en majorité des mastocytes et des cellules entérochromaffines dans l’intestin. Le récepteur 5-HT3  est un 
canal ionique. Son activation est corrélée à une augmentation de l’hypersensibilité viscérale (Stasi et al., 2014). Le récepteur 5-HT4  est un récepteur couplé aux protéines G, 
son activation devrait augmenter l’activation neuronale, pourtant, elle diminue 
l’excitabilité neuronale (Grundy, 2002). L’activation de 5HT4 entrainerait la libération 
d’opioïdes ce qui provoquerait une analgésie (Sengupta et al., 2014). 
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Les récepteurs à l’histamine (HR1 à 4) sont des récepteurs couplés aux protéines G. HR1 et HR2 sont des récepteurs activateurs alors que HR3 et HR4 sont des récepteurs inhibiteurs (Nieto-Alamilla et al., 2016). Dans l’intestin, les mastocytes sont la source 
majeure d’histamine. Des souris déficientes pour HR1 présentent une diminution de la 
sensibilité viscérale. Ces récepteurs ont donc un rôle dans l’hypersensibilité viscérale. 
L’antagoniste de HR1 a été utilisé pour réduire la sensibilité viscérale des patients atteints de SCI (Wouters et al., 2016). 
L’activation des récepteurs gabaergiques (GABAB) entraine une réduction de l’activité neuronale. GABAB est un récepteur couplé aux protéines G qui possède un rôle inhibiteur de la douleur viscérale (Hara et al., 1999). Un antagoniste de ce récepteur (la gabapentine) est utilisé chez les patients atteints de SCI afin de réduire l’hypersensibilité viscérale (Lee et al., 2005). 
Les récepteurs aux opioïdes sont couplés aux protéines G et inhibent l’activation 
neuronale. Chez la souris, l’activation de ces récepteurs diminue l’hypersensibilité viscérale en réponse à la distension colorectale (Sengupta et al., 1996). Leur activation par des opioïdes est utilisée pour soulager les douleurs viscérales des patients atteints de SCI (Vera and Júdez, 2017). Les TRPs (Transient Receptor Potencial) sont des canaux ioniques activés par des stimuli chimique, thermique et mécanique notamment en condition inflammatoire ou nociceptive. Ils sont impliqués dans la nociception. Ils sont exprimés sur les afférences des nerfs viscéraux (Julius, 2013) et sont impliqués dans la douleur viscérale. Par exemple, l’AITC (isothiocyanate d’allyle), molécule responsable du piquant de la moutarde, active le TRPA1 sur les neurones sensitifs induisant des douleurs abdominales (Bautista et al., 2006).  Ces récepteurs peuvent être potentialisés par l’activation des PARs (Amadesi et al., 2004). Les PARs ont un rôle important dans la douleur (voir chapitre 4).  - L’activation des nocicepteurs 
Après l’activation du neurone par un stimulus au niveau d’un nocicepteur, la propagation du message douloureux jusqu’à la moelle épinière se fait grâce à des 
potentiels d’actions générés par des canaux sodiques et potassique voltage-dépendants. Les canaux calciques vont permettre la libération de neurotransmetteurs dans la 
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synapse ce qui va permettre de poursuivre la transmission de l’information douloureuse 
jusqu’en central.  Dans certaines pathologies, notamment le SCI, une forte activation des neurones sensitifs peut augmenter leur sensibilité. Lorsque cette sensibilisation se produit, le seuil 
d’activation du nocicepteur est réduit et son excitabilité augmente. Le changement de signalisation peut être médié par les canaux ioniques neuronaux déclenchés par le 
processus d’inflammation neurogénique (impliquant la libération de médiateurs sensoriels afférents), une lésion nerveuse, des mécanismes immunologiques ou après des dommages cellulaires. Le processus inflammatoire peut sensibiliser ces nocicepteurs 
en modifiant l’expression de plusieurs canaux ioniques (Akbar et al., 2009).  
Les canaux sodiques : ces canaux sont exprimés sur les fibres des neurones sensitifs. Ils peuvent être sensibles à la tetrodotoxine comme Nav 1.1, 1.6 et 1.7 ou résistant comme Nav 1.8 et 1.9. Le canal Nav 1.7 est impliqué dans de nombreuses pathologies sensitives (Cox et al., 2006). La délétion de ce gène chez les patients entraine une perte du reflexe nociceptif dû à une perte de détection des stimuli douloureux. Chez les patients ayant une hypersensibilité rectale, les canaux Nav1.7 des fibres nerveuses immunoreactives sont augmentés (Yiangou et al., 2007). Des analgésiques ciblant spécifiquement ces canaux sont développés afin de réduire les douleurs inflammatoires. 
Les canaux calciques : les canaux calciques humains sont regroupés en 3 familles : les canaux Cav1 (1.1-1.4) qui conduisent des courant de type L, les canaux Cav2 (2.1–2.3) qui conduisent des courants de type N, P/Q et R et les canaux Cav3 (3.1-3.3) qui conduisent des courants de type T (Cribbs, 2006).  
L’inhibition pharmacologique ou génétique de Cav3.2 diminue l’hypersensibilité viscérale chez le rat dans un modèle de SCI (Marger et al., 2011).  - Les fibres afférentes 
Dans l’intestin, les fibres afférentes sont constituées principalement des fibres C non 
myélinisées et dans une moindre mesure, des fibres Aδ. 
Les fibres afférentes myélinisées Aδ sont de diamètre moyen (1 à 5µm) et transmettent des signaux de douleurs aigues et rapides. Elles diffèrent beaucoup des fibres Aβ de gros diamètre, impliquées dans les réponses aux stimuli non nociceptif. Les fibres C non 
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myélinisées ont un petit diamètre (0,3 à 1,5µm) et véhiculent des douleurs plutôt lentes. Elles sont très hétérogènes. Dans l’intestin, ces fibres innervent les muscles intestinaux, la séreuse et le mésentère (Sengupta et al., 1996). Elles sont activées par des stimulis 
chimiques lors de la distension de l’intestin ou de la réponse inflammatoire. 
Les fibres C ont aussi une grande hétérogénéité dans les peptides qu’elles produisent. Elles peuvent être divisées en une population peptidergique qui relargue de la substance P, des neuropeptides et du CGRP (Calcitonin Gene  Related Peptide) (Snider and McMahon, 1998), et des fibres non peptidergiques qui expriment le récepteur à la neutrophine c-Ret activé par le GDNF (Gial-Derived Neutrophic factor), la neurine et 
l’artemine.  - Transmission d’informations  
Les nocicepteurs n’ont pas une transmission d’informations unipolaire. Ils possèdent une morphologie particulière ou les terminaisons centrales et périphériques 
proviennent d’un axone commun. Les protéines synthétisées par les DRG sont donc envoyées aux terminaisons centrales mais aussi périphériques. Ils peuvent donc envoyer 
et recevoir des messages de toutes leurs terminaisons. Lors d’un stimulus, seules les terminaisons périphériques signalent mais les nocicepteurs répondent en central et en périphérique. Cela permet de réguler finement la sensibilité (Basbaum et al., 2009).  Les fibres des nocicepteurs projettent dans la corne dorsale de la moelle épinière qui est organisée en différentes lamina. Les neurones présents dans la lamina I répondent aux 
stimuli douloureux (fibres Aδ et C), ceux présent dans la lamina III et la IV sont impliqués dans la réponse aux stimuli inoffensifs (fibres Aβ) et les neurones de la lamina 
V répondent à des signaux douloureux et non douloureux par les fibres Aδ, Aβ et C (Braz et al., 2005).  - Communication des nocicepteurs avec le SNC Les projections des nocicepteurs dans la lamina I et V de la corne dorsale de la moelle épinière permettent une communication spinothalamique et spinoreticulothalamique. Le message douloureux est envoyé au thalamus qui permet une discrimination des 
aspects sensoriels de l’expérience de douleur (intensité du stimulus), et au tronc cérébral (localisation de la douleur) (Figure 18). Il n’existe pas une aire spécifique de la douleur, mais celle-ci résulte de l’activation de différentes structures comme le cortex 
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somatosensoriel (associé à des propriétés sensorio-discriminatives), le gyrus cingulaire ou le cortex insulaire (impliqués dans les aspects sensoriels) (Apkarian et al., 2005).  
 Figure 18 : Anatomie de la voie de la douleur. (Basbaum et al., 2009). Les nocicepteurs afférents primaires transmettent des informations nociceptives aux neurones via des projections dans la corne dorsale de la moelle épinière. Un sous ensemble de ces 
projections neuronales transmet l’information du cortex somatosensoriel via le thalamus, en 
fournissant des informations sur l’emplacement et l’intensité du stimulus douloureux. D’autres neurones projettent dans les cortex cingulaires et insulaires via des connexions dans le tronc 
cérébral (noyau parabranchiale) et l’amygdale, contribuant à la composante affective de 
l’expérience de la douleur.  c) Les médiateurs de la douleur  Les fibres nerveuses peuvent être sensibilisées par de nombreux médiateurs de 
l’environnement cellulaire. Les lésions tissulaires ou les inflammations induisent la 
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sécrétion par les cellules de l’environnement (cellules épithéliales, immunitaires…) de 
médiateurs endogènes capables d’activer les neurones sensitifs. Ces médiateurs peuvent être de différentes natures comme des neurotransmetteurs (substance P, CGRP, bradykinine), des lipides (prostaglandines, thromboxanes, leukotriènes, endocanabinoïdes), protéases (voir chapitre 4), cytokines, chimiokines et le NGF (Nerve Growth Factor). Ils peuvent être sécrétés par un grand nombre de cellules comme les neutrophiles, les mastocytes, les plaquettes, les cellules endothéliales, épithéliales et les fibroblastes. Les neurones possèdent les récepteurs pour reconnaitre et répondre à ces facteurs. Ces activations augmentent l’excitabilité des fibres et entrainent une sensibilité plus importante (McMahon et al., 2005). Le NGF, produit lors de lésions, peut interagir directement avec les fibres C peptidergiques qui expriment le récepteur au NGF, TrkA (tyrosine kinase NGF receptor), et induire une hypersensibilité à la chaleur et aux stimuli mécaniques (Chao, 2003). Les cytokines pro-inflammatoires comme l’IL1, l’IL6 et le TNFα potentialisent 
l’hypersensibilité des fibres nociceptives en entretenant l’inflammation et en induisant 
la production d’agents pro-algésiques comme les prostaglandines ou le NGF (Staud, 2015). Cette activation constante des fibres nociceptives peut conduire à une hypersensibilité qui pourra entrainer une hyperalgésie. L’hyperalgésie se caractérise par une réponse nociceptive disproportionnée à un stimulus douloureux.   d) Mesure de la douleur viscérale  Les patients atteints de douleurs viscérales comme les patients atteints de SCI ont une perception de la distension colorectale altérée et augmentée par rapport à des individus sains (Mertz et al., 1995) (Mayer and Gebhart, 1994). La distension colorectale est la 
méthode la plus utilisée pour mesurer la réponse nociceptive à l’aide du reflexe 
abdominal. Cette technique consiste à l’insertion d’un ballon dans la cavité colorectale 
d’un patient. A l’aide d’un barostat, le côlon est distendu avec différentes pressions ascendantes. On mesure les variations de pressions du côlon en réponse à la distension ainsi que le nombre de reflexe abdominal (O’Mahony et al., 2012). Ces données reflètent la sensibilité viscérale des patients. 
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Cette technique peut aussi être appliquée chez l’animal (Larauche et al., 2011). Une autre méthode utilise la mesure des signaux électromyographiques. Cette procédure consiste à implanter des électrodes dans les muscles abdominaux de souris, de les faire passer sous la peau afin de les externaliser et de mesurer la contraction de ces muscles en réponse à la distension du côlon (Bradesi et al., 2005a). L’hypersensibilité viscérale 
induit des contractions de l’abdomen appelées réponse viséromotrice (RVM) (Morteau et al., 1994).  La RVM est corrélée avec l’intensité du stimulus.   
L’organisme a mis en place une réponse inflammatoire organisée afin de lutter contre les pathogènes et les stress cellulaires. La douleur en fait partie, elle permet à l‘individu 
d’être alerté des potentiels dommages dus à une agression tissulaire. Cependant, dans le cas de pathologies, la réaction inflammatoire comme les sensations douloureuses peuvent être incontrôlées et devenir chronique.  
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CHAPITRE 3 : 
 
MICI et SCI : pathologies intestinales impliquant 
inflammation et douleur 
   1- Les Maladies Inflammatoires Chroniques de l’Intestin  
Les Maladies Inflammatoires Chroniques de l’Intestin (ou MICI) comprennent la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique. Ces pathologies sont répandues avec une personne sur 198 touchées pour la rectocolite hémorragique et une sur 310 atteintes pour la maladie de Crohn (Molodecky et al., 2012).  a) Aspects cliniques   - La Maladie de Crohn 
La maladie de Crohn (ou MC) affecte l’ensemble du tractus gastro-intestinal de la 
bouche à l’anus. L’inflammation est présente dans le tractus de manière discontinue et affecte l’ensemble de la muqueuse intestinale (ou de manière transmurale). Certaines complications comme des fistules, des strictures ou des abcès peuvent apparaitre. Lors 
du premier diagnostic, la maladie est présente chez 47% des patients dans l’iléon terminal, pour 28% dans le côlon, 21% dans l’iléo-côlon et pour 3% dans la partie supérieure du tractus (Louis et al., 2001). Les symptômes incluent des diarrhées, des 
douleurs abdominales, de la fièvre, des signes d’obstruction intestinale ou encore des saignements et/ou du mucus dans les selles. 
Le diagnostic de la MC est réalisé après un examen physique, un suivi de l’histoire du 
patient, ainsi qu’une endoscopie et un suivi histologique. On peut observer sur la figure 19, une endoscopie du côlon d’un patient MC présentant des érythèmes, une hyperplasie 
et des ulcères, ainsi qu’une coupe histologique de biopsie de la muqueuse avec un granulome.   
Un indice d’activité de la maladie est réalisé afin de diagnostiquer la sévérité de la pathologie :  
78  
moyen à modéré  le patient tolère les aliments sans déshydratation, toxicité ou sensibilité abdominale ni perte de poids supérieure à 10% modéré à sévère  absence de réponse aux traitements, fièvre, perte de poids, douleur ou sensibilité abdominale, nausée et vomissement sans anémie 
sévère à fulminant persistance des symptômes malgré un traitement par corticoïdes, forte fièvre, vomissement, obstruction intestinale, abcès et douleurs abdominales  (D’après (Hanauer et al., 2001)).   Les phases de remissions chez les patients correspondent à des phases asymptomatiques ou sans séquelle inflammatoire (patients répondant aux traitements médicamenteux ou à la chirurgie). Dans la première année après le diagnostic de la pathologie, 10 à 30% des patients ont une exacerbation de la maladie, 15 à 25% une faible activité de la maladie et 55 à 65% sont en rémission. Dans les 20 années qui suivent le diagnostic, de nombreux patients auront recours à la chirurgie (Loftus et al., 2002).    - La rectocolite hémorragique 
La rectocolite hémorragique (ou RCH) s’étend à partir de l’anus et remonte vers le 
caecum. L’inflammation est continue et restreinte à la muqueuse intestinale. Les patients 
sont classifiés suivant la localisation de l’inflammation : proctite (inflammation du côlon distal), colite du côté gauche (inflammation du côlon sigmoïde et (ou non) du côlon descendant) et pancolite (inflammation jusqu’au côlon proximal). Un petit nombre de patients peut développer une inflammation iléale qui peut devenir une iléocolite. Les patients présentent des diarrhées sanglantes (nocturne ou post-prandiale), avec une présence importante de pus et/ou de mucus ainsi que des crampes abdominales dues aux mouvements intestinaux. Le diagnostic clinique de cette pathologie se fait par endoscopie et étude histologique 
afin de confirmer la présence de colite et l’absence d’infection. Certains changements de la muqueuse sont caractéristiques de la RCH comme la perte de vascularisation, la 
granularité, la friabilité de la muqueuse et des ulcérations. D’un point de vue microscopique, on observe une distorsion et une atrophie des cryptes et une infiltration de cellules immunitaires dans la lamina propria (Nostrant et al., 1987). On observe sur la figure 19, des lésions macroscopiques du tube digestif (ulcération et hémorragie 
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spontanée) et microscopiques (perte de structure architecturale de la muqueuse et infiltration massive de cellules immunitaires).   
Un indice d’activité de la maladie est évalué afin de diagnostiquer la sévérité de la pathologie :  
moyenne jusqu’à 4 diarrhées sanglantes par semaine, aucune toxicité systémique modérée 4 à 6 diarrhées sanglantes par semaine, toxicité systémique minimale sévère plus de 6 diarrhées sanglantes par semaine, importants signes de 
toxicité comme la fièvre, la tachycardie ou l’anémie 
(D’après (Carter et al., 2004)).   Les patients avec des colites fulminantes ont plus de 10 diarrhées sanglantes par jour, saignent en continu, sont très anémiés et nécessitent des transfusions. Cette pathologie se caractérise par des phases de rémission et de rechute. Dans les 3 à 7 ans après le diagnostic, 25% des patients sont en rémission, 18% présentent des symptômes chaque année et 57% sont en rechute. Après 10 ans, 24% vont subir une colectomie (Kornbluth and Sachar, 2004).  
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Figure 19 : Examen anatomopathologique de côlon de patients atteints de MICI (Baumgart and Carding, 2007). Endoscopie et  coupes histologiques de biopsie de côlon de patients atteints de MICI colorées par 
de l’hémalun- éosine   - Manifestations extra-intestinales Environ 25% des patients atteints de MICI (MC et RCH confondues) développent des manifestations et des complications extra-intestinales. Celles-ci sont résumées sur la figure 20. Les atteintes les plus connues sont articulaires (spondylarthrite ankylosante, arthrite périphérique), cutanées (pyoderma gangrenosum, érythème noueux), oculaires (uvéite) et biliaire (cholangite sclérosante primitive). Elles peuvent être ou non liées aux traitements, notamment à l’immunodépression induit par les immunosuppresseurs, ou à 
l’évolutivité des MICI. On retrouve aussi des atteintes neurologiques comme une augmentation du risque de démyélinisation ainsi que des atteintes pulmonaires (Roblin and Bonaz, 2007).   
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Figure 20 : Manifestations extra-intestinales fréquentes des MICI (Baumgart and Carding, 2007)    b) La physiopathologie  - La rupture de la barrière épithéliale 
Chez les patients atteints de MICI, l’augmentation de la perméabilité épithéliale est un facteur de la pathologie (Capaldo et al., 2017). Les causes sont multiples. En condition inflammatoire la barrière épithéliale est soumise à des nombreux facteurs comme les cytokines pro-inflammatoires qui favorisent son affaiblissement, comme décrit au chapitre 2.  
L’architecture des jonctions serrées est modifiée chez les patients atteints de MICI. Le gène HNF4a est impliqué dans la pathologie. HNF4a est un facteur de transcription qui 
régule l’expression des claudines. Les patients atteints de MICI présentent une importante diminution des claudines 1 à 4 (Hering et al., 2012). De plus, une corrélation 
entre le niveau d’expression de la MLCK et l’activité de la pathologie a été montrée (Blair et al., 2006). Chez les patients atteints de RCH, le nombre de cellules à mucus ainsi que leur sécrétion de MUC2 sont diminués (Sun et al., 2016). A l’inverse, les patients atteints de MC présentent un taux de mucus plus important mais celui-ci ne parvient pas à contenir les bactéries du microbiote (Johansson et al., 2014). Ces données suggèrent que d’autres 
modifications structurelles des mucines doivent avoir lieu impliquant d’autres 
médiateurs inflammatoires. Les protéases et notamment l’élastase pourraient être capables de dégrader les protéines de mucines favorisant ainsi le relâchement de la barrière de mucus (voir chapitre 4).  
L’augmentation de la perméabilité épithéliale favorise la translocation bactérienne ce 
qui entretient l’inflammation intestinale.  - Les facteurs immunologiques Les cellules épithéliales intestinales (CEI) participent à la pathologie des MICI. Les CEI de ces patients ont leurs capacités suppressives de LT CD8+ réduites (Mayer and Eisenhardt, 1990). De plus, elles possèdent une expression de PPARγ fortement 
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diminuée chez les patients atteints de RCH (Dubuquoy et al., 2003). Ce récepteur nucléaire est capable de supprimer la production de molécules pro-inflammatoires. Les cellules épithéliales sécrètent de très faibles quantités de TSLP qui pourraient 
conditionner les cellules dendritiques à promouvoir l’inflammation (Rimoldi et al., 2005). Les CD expriment un niveau important de TLR2 et de TLR4, mais aussi de CD40, 
chez les patients atteints de MC et de RCH. Elles produisent plus d’IL12 et d’IL6 que des individus sains (Hart et al., 2005). Chez les patients atteints de MC, elles expriment plus 
le récepteur aux chimiokines CCR7 qui contribue à l’attraction des CD sur le site inflammatoire (Middel et al., 2006). La MC a longtemps été considérée comme une pathologie pro-Th1 à cause de 
l’importante production d’IL12 et d’IFNγ alors que la RCH était plutôt pro-Th2 car on 
observait une importante quantité d’IL5 et d’IL13 mais de faible concentration d’IL4 (Weaver and Hatton, 2009). Ce paradigme a été remis en cause avec la découverte des lymphocytes Th17. Le profil lymphocytaire est donc plus complexe et associe des 
réponses Th1 et Th17. Les lymphocytes des patients atteints de MC produisent de l’IL17 
et de l’IFNγ (Annunziato et al., 2007), et plus particulièrement, les Th17 de ces patients 
produisent d’importantes quantités d’IL21 qui promeut la différentiation des lymphocytes T en Th1 avec production d’IFNγ (Monteleone et al., 2005). 
En l’absence d’une régulation fine de la réponse immunitaire, l’inflammation peut 
s’intensifier et devenir chronique. Le rôle des lymphocytes Treg dans cette pathologie est peu connu actuellement. Le nombre de LT CD4+ CD25+ FoxP3+ dans le sang et la 
lamina propria des patients est augmenté dans les phases actives de la maladie (Maul et al., 2005). Ceci suggère que leurs capacités immunosuppressives ne sont peut-être pas 
suffisantes pour réguler l’inflammation intestinale des patients atteints de MICI (Huibregtse et al., 2007). Il serait donc intéressant d’augmenter l’activité des Treg. Or le 
blocage du TNFα restaure les fonctions immunosuppressives des Treg (Valencia et al., 2006). Le traitement aux anticorps dirigés contre le TNFα augmente le nombre de Treg 
dans la muqueuse d’enfants atteints de MC (Ricciardelli et al., 2008) et diminue 
l’apoptose de ces mêmes cellules chez l’adulte (Veltkamp et al., 2011).  - La dysbiose Les patients atteints de MICI ont un microbiote altéré : on parle ainsi de dysbiose. Ce microbiote est modifié tant qualitativement que quantitativement. Chez les patients 
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atteints de MC, il y a une augmentation des Bacteroidetes et des Proteobacteries et une diminution des Firmicutes (Man et al., 2011), accompagnées d’une diminution de la diversité bactérienne (Hansen et al., 2012). La modification du microbiote de patients atteints de RCH est aussi bien documentée mais moins établie que chez ceux atteints de MC (Andoh et al., 2011). Certaines bactéries sont diminuées chez les patients atteints de MC comme Bacteroides fragilis qui produit le polysaccharide A qui est capable d’inhiber 
l’IL17 et protège de la colite (Mazmanian et al., 2008), mais aussi Faecalibacterium 
prausnitzii qui a des propriétés anti-inflammatoires (Quévrain et al., 2016). L’exposition aux antibiotiques renforce cette dysbiose. De plus chez les patients atteints de MICI, la 
couche de mucus présente sur l’épithélium intestinal n’est plus aussi imperméable (ou est très fortement réduite chez les patients atteints de RCH) que chez des individus sains. Les bactéries intestinales sont donc au contact des cellules épithéliales (Darfeuille-Michaud et al., 2004). De plus, on retrouve une diminution des peptides antimicrobiens chez les patients atteints de MC en comparaison des patients atteints de RCH (Wehkamp et al., 2005).  On retrouve dans le sérum des patients atteints de MC des anticorps contre des bactéries intestinales telles que Saccharomyces cerevisiae (Quinton et al., 1998), 
Escherichia coli (Lodes et al., 2004) ou encore Pseudomonas fluorescens (Murdoch et al., 2012). Dans des modèles de MICI chez le rongeur, le microbiote est indispensable. Des souris axéniques ne développent pas de colite après un traitement au DSS (Neill et al., 2010). 
Cependant, la transplantation de microbiote humain de patients atteints de MICI n’est pas suffisante pour induire une colite chez la souris (Damman et al., 2012). 
L’altération du microbiote a donc un rôle très important dans la physiopathologie des MICI mais elle ne semble pas suffisante pour induire la pathologie.   - La douleur 
La douleur est l’une des premières causes de consultation chez un gastroentérologue pour les patients atteints de MICI (Siegel and MacDermott, 2009). C’est un problème qui a un impact important sur la qualité de vie de ces patients. Environ 50% des patients atteints de MC et 37% des patients atteints de RCH ont des épisodes de douleurs 
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viscérales de manière indépendante de la phase de leur pathologie (active ou en rémission) (Carter et al., 2004). 
L’origine de cette douleur est inconnue mais de nombreux facteurs physiques et psychologiques ont été identifiés. Les médiateurs inflammatoires qui ont pu être identifiés sont une sensibilisation inflammatoire des fibres viscérales, une prolifération 
importante des bactéries de l’intestin grêle, des dommages cliniques comme des strictures, des sténoses et des adhésions, et des intolérances alimentaires (Deberry et al., 2014). Une étude a pu montrer une sensibilisation à long terme des fibres nerveuses de certains patients atteints de MICI en rémission qui développent des symptômes de SCI (Bielefeldt et al., 2009).   c) Etiologies 
L’étiologie et la pathogénicité des MICI sont encore mal comprises. L’hypothèse admise est que le développement de cette pathologie implique des facteurs génétiques (près de 100 gènes ont été identifiés comme facteurs de susceptibilités) et environnementaux (Barrett et al., 2008). Cependant ces 2 causes ne peuvent pas expliquer les fortes incidences des MICI dans les pays industrialisés. Une altération du système immunitaire ainsi que du microbiote ont aussi un rôle dans le développement des MICI.  - Age/sexe/localisation Environ 25% des personnes atteintes de MICI sont diagnostiquées dans les vingt premières années de leur vie, la plupart entre 13 et 18 ans (Benchimol et al., 2011). 30% des malades MICI sont des enfants ou des adolescents (Hait et al., 2005). Le pic 
d’occurrence pour la MC est entre 20 et 30 ans alors que pour la RCH celui-ci est entre 30 et 40 ans. La RCH se développe plus fréquemment chez les hommes (60%). La MC est présente de 20 à 30% plus souvent chez les femmes, et plus particulièrement dans les zones à forte incidence (Bernstein et al., 2006), (Molinié et al., 2004). Cependant dans les zones à 
faible incidence, la MC affecte plus d’hommes (Devlin et al., 1980). Chez les adolescents (entre 14 et 17 ans) cette tendance est inversée : les jeunes garçons sont plus affectés par la MC et ce sont les filles qui présentent le plus de RCH (Auvin et al., 2005).  
La prévalence des MICI est plus importante dans le nord de l’Europe, le Royaume-Uni 
et le nord de l’Amérique alors qu’elle reste faible dans le sud de l’Europe, en Asie et dans 
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de nombreux pays développés (Figure 21). Aux Etats-Unis, la prévalence est plus importante pour les caucasiens (43,6 pour 100 000) et pour les afro-américains (29,8 pour 100 000) que pour les hispaniques (4,1 pour 100 000) et les asiatiques (5,6 pour 100 000) (Kurata et al., 1992). L’origine ethnique est un facteur important dans 
l’étiologie des MICI. En effet, les personnes d’origine juive ont une prévalence 3 à 5 fois 
plus élevée pour développer une RCH. De plus il existe d’importantes différences 
épidémiologiques entre les juifs d’Israël et ceux ayant immigrés dans d’autres pays. Les personnes de confession juive ayant immigrés dans un pays à faible prévalence pour les 
MICI voient l’incidence de la pathologie diminuer jusqu’à être proche de celle de leur 
pays d’adoption (Niv Y et al., 2000). Ces données suggèrent un rôle de facteurs génétiques mais aussi environnementaux dans le développement de cette pathologie.  
 Figure 21 : Carte de l’incidence des MICI dans le monde : en rouge pour une incidence supérieure à 10/105, en orange pour 5-10/105, en vert pour une incidence inférieure à 4/105, et en jaune pour une faible incidence. L’absence de couleur traduit une absence de données. (Cosnes et al., 2011)  - Facteurs génétiques  
La génération d’une base de donnés du génome de patients atteints de MICI (Genome Wide Association Study ou GWAS) a permis de confirmer les marqueurs génétiques de 
susceptibilité mis en jeu dans le développement des MICI déjà établis et d’en découvrir de nouveaux (Rivas et al., 2011). 163 loci associés aux MICI ont pu ainsi être mis en évidence : 30 spécifiques à la MC et 23 à la RCH (Figure 22) (Jostins et al., 2012). La 
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plupart de ces gènes sont impliqués dans l’immunité : fonction des lymphocytes T, et modulation des cytokines.  
 Figure 22: Loci spécifiques de la MC et de RCH (Jostins et al., 2012)  
NOD2 est un de ces gènes de l’immunité associé aux MICI. NOD2 fait partie de la famille des récepteurs NOD-like (NLR), et reconnait le muramyl dipeptide (MDP), retrouvé dans les bactéries (Gram+ et Gram-) intestinales. NOD2 a un rôle clé dans la reconnaissance 
des motifs bactériens et donc dans l’immunité et la tolérance du microbiote. Les patients atteints de MC présentent des mutations de ce gène qui pourraient être impliquées dans 
une augmentation de l’inflammation due à la réduction de la clairance bactérienne. De 
plus certain mutants de NOD2 sont capables d’inhiber la transcription de l’IL10 (cytokine anti-inflammatoire) (Noguchi et al., 2009). Des variants des gènes ATG16L1 et IRGM, impliqués dans l’autophagie jouent un rôle 
dans la MC. L’autophagie régule les processus de réponse immunitaire et de réponse contre les micro-organismes  (Levine et al., 2011). L’activation de NOD2 par le MDP dans 
les cellules épithéliales augmente l’autophagie, de manière dépendante de ATG16L1, permettant la destruction des bactéries (Homer et al., 2010). 
D’autres gènes ont pu être mis en évidence comme ayant une relevance dans les MICI : 
MDR1 ou ABCB1, codant une protéine exprimée dans la cellule épithéliale et permettant 
de protéger l’épithélium contre les xénobiotiques (Schwab et al., 2003). La substitution 
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d’une glycine en position 299 du gène du TLR4 (Franchimont et al., 2004) et des mutations du gène XBP1 (code un facteur de transcription impliqué dans la réponse au stress du réticulum endoplasmique) (Kaser et al., 2008) jouent un rôle dans la RCH et la MC.  - Facteurs environnementaux 
L’alimentation est un des premiers facteurs qui a été mis en cause dans les MICI. En effet les différents régimes alimentaires pourraient expliquer le gradient Nord/Sud dans le développement des MICI. La consommation de sucre ne semble pas avoir un effet sur la MC (Riordan et al., 1998), alors que la consommation d’acides gras polyinsaturés notamment dans la margarine augmente le risque de MICI (Geerling et al., 2000). 
L’allaitement maternel est associé à un faible développement de MICI (Klement et al., 2004). 
L’hypothèse hygiéniste soutient le fait qu’une hygiène excessive limiterait l’exposition aux antigènes environnementaux et réduirait la maturation du système immunitaire et la tolérance ayant pour conséquence une réponse immunitaire non appropriée lors de la 
rencontre à l’âge adulte de ces mêmes antigènes (Hampe et al., 2003). Le stress, et la dépression augmentent les rechutes des patients en phase de rémission (Mawdsley and Rampton, 2005). La cigarette a un rôle antinomique dans la pathologie des MICI. En effet chez les patients atteints de MC, fumer est associé à une exacerbation de la maladie. Celle-ci se traduit par une augmentation du risque de développer des fistules et des strictures, le 
recours aux corticostéroïdes et à l’intervention chirurgicale. La nicotine induirait l’afflux de neutrophiles dans la muqueuse intestinale (Cosnes, 2004). L’arrêt de la cigarette aurait un effet thérapeutique chez ces patients. Pour la RCH, la cigarette aurait un effet 
plutôt protecteur et est associée à une diminution de l’exacerbation de la pathologie. 
Cependant les patchs contenant de la nicotine n’ont pas montré d’efficacité pour cette pathologie (McGrath et al., 2004). Les effets bénéfiques de la cigarette seraient dus à une augmentation de la production de mucus, une diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires et d’acide nitrique et une restauration de la barrière épithéliale (Cosnes, 2004). 
Des études épidémiologiques suggèrent que l’appendicectomie aurait un effet protecteur vis-à-vis de la RCH. L’intervention induirait une altération du système 
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immunitaire mucosal qui affecterait la pathogénicité de la RCH (Koutroubakis et al., 2002), alors que pour le développement de la MC, l’appendicectomie est un facteur aggravant (Andersson et al., 2003).   d) Les modèles animaux La mise en place de nouvelles thérapies n’est possible que par l’étude approfondie d’une 
pathologie. Cette étude passe par le développement de modèles animaux. Il n’existe pas de modèle animal reproduisant toute la physiopathologie des MICI, mais de nombreux modèles nous permettent de mimer certains paramètres de l’inflammation intestinale et donc des MICI (Figure 23). Nous présenterons dans cette partie uniquement les modèles qui ont été utilisés pour ces travaux de recherche.   - Colite induite par le Dextran Sodium Sulfate  Le modèle de colite chimiquement induit par l’ajout de Dextran Sodium Sulfate (ou DSS) 
dans l’eau de boisson des animaux durant 7 jours à 5% est un modèle de colite aigue. Ce modèle est le plus classiquement utilisé et est très bien décrit dans la littérature (Wirtz et al., 2007). L’animal perd du poids et développe rapidement des diarrhées qui peuvent devenir sanglantes dès le 4ème ou 5ème jour (données du laboratoire) et (Egger et al., 2000). Lors du sacrifice après 7 jours de colite, le côlon présente des signes 
macroscopiques d’inflammation comme des œdèmes, des érythèmes, une hémorragie dans la lumière du côlon, un épaississement du tissu et un raccourcissement de la taille du côlon. D’un point de vue microscopique, la muqueuse intestinale est endommagée 
(perte de l’architecture des cryptes). On observe une infiltration massive de cellules immunitaires et des abcès. Au niveau de la lamina propria, l’activité myéloperoxidase (ou MPO : reflet de l’infiltration des neutrophiles), ainsi que des cytokines pro-
inflammatoires (IL1β, IL6, TNFα) sont nettement augmentées (Kim et al., 2012). 
Le DSS est toxique pour les cellules épithéliales et rompt l’intégrité de la barrière formée 
par l’épithélium. Le contenu luminal et notamment le microbiote va donc pénétrer dans la muqueuse et induire une inflammation. Ce modèle est dépendant du microbiote 
intestinal car l’administration de DSS à des souris axéniques n’induit pas de colite. Il met en jeu principalement le système inné car le DSS provoque des colites à des animaux déficients en lymphocytes T et B (Axelsson et al., 1996). 
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Ce modèle nécessite quelques mises au point car le taux de mortalité est très dépendant 
de l’environnement mais est très reproductible (Hans et al., 2000).  - Colite induite par le trinitrobenzène sulfonique 
Ce type de colite chronique repose sur l’utilisation d’un composé chimique non immunogène par lui-même appelé l’acide 2,4,6 TriNitroBenzène Sulfonique (ou TNBS). Cette molécule est un haptène. Le TNBS est instillé par voie intra-rectale dissous dans de 
l’éthanol. L’éthanol a pour but de rompre la barrière épithéliale permettant ainsi à 
l’haptène de pénétrer dans la muqueuse (Morris et al., 1989). Le TNBS va former des complexes antigéniques avec certains acides aminés (comme les lysines) des protéines de la muqueuse ce qui va entrainer une réponse immunitaire. L’instillation est répétée 7 jours après la première, puis une fois par semaine durant 6 semaines, et va provoquer une inflammation colique transmurale. Les complexes antigéniques formés par les haptènes vont être reconnus par les lymphocytes générés lors de la première exposition ce qui va induire une forte réponse immunitaire dans la muqueuse intestinale avec recrutement de lymphocytes T spécifiques du complexe antigénique. Les lymphocytes T 
CD4 ont un profil Th1 avec production d’IL12. Ce modèle de colite induit chez l’animal une forte diarrhée dès la seconde instillation, de la déshydratation et du sang dans les fèces. Le côlon est très fortement enflammé avec la 
présence d’œdème, d’érythème, d’ulcère ainsi que de nombreuses adhésions. D’un point de vue microscopique, on observe une très forte infiltration transmurale de 
lymphocytes, et une perte de l’architecture des cryptes (Scheiffele and Fuss, 2002).   
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 Figure 23 : Mécanismes inflammatoires mis en jeu lors de colite induites chez la 
souris (Valatas et al., 2013). Colite induite par un mécanisme toxique (A) ou colite immunologique induite par une hypersensibilité retardée colique aux haptènes (B)   e) Les thérapies  Le traitement des MICI doit toujours être adapté à la phase de la pathologie, aux antécédents du patient et nécessitera de nombreuses adaptions en fonction des réponses cliniques. Ces traitements sont symptomatiques et visent à provoquer et maintenir les phases de rémission. Ils consistent principalement à la prescription 
d’aminosalicylates , d’immuno-modulateurs et de corticoïdes. Dans les cas les plus graves du développement de la pathologie, une intervention chirurgicale peut être envisagée. Suivant la pathologie (MC ou RCH) différentes stratégies sont mises en œuvre.   - 5-Aminosalicylates Le 5-aminosalicylates (ou 5-ASA) est utilisé chez les patients atteints de RCH pour induire et maintenir les phases de rémission. Le 5-ASA possède des propriétés anti-
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inflammatoires via l’inhibition de voies du métabolisme de l’acide arachidonique (thromboxanes, prostaglandines, leukotriènes), de la réduction de l’IL1, du recrutement de lymphocytes et de la protection du stress oxydatif (Greenfield et al., 1993). Il inhibe le facteur de transcription NFkB (Wahl et al., 1998). 
Les effets secondaires d’un traitement au 5-ASA peuvent être fréquents et nombreux comme des nausées, maux de têtes, allergies, et anorexie (Ransford and Langman, 2002).  - Les corticostéroïdes Les corticostéroïdes sont assez efficaces les patients atteints de MC et de RCH. Ils sont utilisés dans les formes modérées à sévères de la maladie. Les corticostéroïdes agissent 
sur l’inflammation par de nombreux mécanismes comme la diminution de facteurs de transcription de gènes inflammatoires (cytokines, chimiokines, molécules d’adhésion) et augmentent la transcription de gènes anti-inflammatoires (Barnes, 1998). Les corticostéroïdes sont un traitement efficace dans les phases actives de la maladie mais pas pour un maintien des phases de remissions.  - Les antibiotiques Les antibiotiques sont utilisés en prophylactie dans les phases actives de MC et de RCH pour traiter la translocation des toxines bactériennes lors de mégacôlon (côlon très 
dilaté qui entraine un gonflement de l’abdomen, des douleurs abdominales et de la 
fièvre). Une étude montre l’efficacité d’un traitement aux antibiotiques (thérapie antimycobactéries, macrilides, fluroquinolones, 5-nitroimidazoles et rifaximine), qu’ils soient administrés seuls ou en combinaison (Khan et al., 2011). Le metronidazole est un des antibiotiques le plus étudié pour traiter la MC dont l’efficacité est proche de celle du sulfazalasine (Ursing et al., 1982). Les antibiotiques aident à alléger les symptômes des patients atteints de MICI mais ne suffisent pas à eux seuls à induire une phase de rémission.  - Les thiopurines Les thiopurines comme le 6-mercaptopurine (6-MP) et l’azathioprine (AZA) sont efficaces pour induire et maintenir la rémission chez les patients atteints de MC et RCH (Khan et al., 2011). Elles peuvent être utilisées conjointement avec des corticostéroïdes dans le traitement de la MC (Sandborn et al., 2000). Leur administration simultanée avec 
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un traitement à l’anticorps anti-TNFα augmente l’efficacité de la thérapie grâce à leurs propriétés immuno-modulatrices (Cosnes et al., 2013). Ils agissent en diminuant la 
synthèse d’ADN, ce qui est fortement toxique pour les lymphocytes T et B (Nielsen et al., 2001). Ces traitements sont associés à des risques de lymphomes et de cancer de la peau (Goldenberg et al., 2004).  - Methotrexate Le methotrexate est un agent qui, comme les thiopurines, interfère avec la synthèse 
d’ADN et est très utilisé pour traiter les maladies immunes. Il permet l’induction de phases de rémission chez les patients atteints de MC (Feagan et al., 1995) et prévient la rechute. Les bénéfices pour les patients atteints de RCH sont moins évidents (Oren et al., 1996). C’est un inhibiteur de la dihydrofolate reductase qui a des effets anti-
inflammatoires, via la diminution de l’IL1, du chimiotactisme des neutrophiles et 
diminue la production d’eicosanoides (Egan and Sandborn, 1996).  - Les inhibiteurs de calcineurine Ces inhibiteurs comprennent la cyclosporine et le tacrolimus. Ils inhibent l’activation lymphocytaire (Flanagan et al., 1991). Ils sont utilisés pour traiter les formes modérées à sévères de RCH active, notamment chez les patients réfractaires aux traitements par corticostéroïdes (Lichtiger et al., 1994). Ces traitements sont efficaces lors des phases de poussées mais ne permettent pas une maintenance de phase de rémission (Feagan et al., 1994). Cependant ces inhibiteurs sont toxiques et associés à des colectomies sur une utilisation à long terme.   - Les anticorps dirigés contre le TNFα 
Ce sont des anticorps monoclonaux dirigés contre le TNFα de type. Elle fixe et neutralise 
le TNFα soluble et provoque la lyse des cellules TNFα+ (lymphocytes T activés) (Van Deventer, 2000). Les 2 principaux traitements sur le marché sont l’Infliximab et 
l’Adalimumab. Il existe peu de différence entre les 2 pour le traitement de la MC (Peyrin-Biroulet et al., 2008) mais pour la RCH, l’infliximab semble être plus efficace (Danese et al., 2014). Ce traitement est très efficace chez les patients atteints de MC et de RCH et permet le maintien en rémission.  
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Le problème majeur avec ce type de thérapie est que le patient peut devenir résistant (Sandborn et al., 2007).    - La chirurgie 40% des patients atteints de MC auront une intervention chirurgicale dans les 5 années suivant leur diagnostic et 70% dans les 10 ans. Cette intervention consiste à retirer la zone inflammatoire, à drainer les abcès et/ou à exciser les fistules en essayant de préserver au maximum le tissus sain (Fichera and Michelassi, 2007).   Les patients atteints de RCH ont moins besoin de chirurgie que ceux atteints de MC avec une probabilité globale d’environ 35%. La méthode est une colectomie totale sans anastomose intestinale avec une transition iléo-stoma, une protéoctomie et la création 
d’un pouch.  - Autres thérapies 
L’héparine : elle affecte les cellules inflammatoires et promeut la réparation cellulaire. Son efficacité a été montrée dans quelques études chez des patients atteints de RCH (Gaffney et al., 1995) (Zezos et al., 2006). 
La cigarette : elle a un effet protecteur chez les patients atteints de RCH et délétère chez ceux atteints de MC. Chez les patients atteints de RCH, son action est néanmoins moins 
efficace qu’un traitement aux corticostéroïdes (Thomas et al., 1996). Fumer pourrait cependant avoir un rôle bénéfique en supplément des thérapies conventionnelles. 
Les probiotiques : le microbiote ayant un rôle important dans la physiopathologie des MICI, de nombreuses études ont été réalisées avec l’administration de probiotiques (Fujiya et al., 2014). La bactérie Escherichia coli Nissle 1917 permet le maintien de la rémission et le traitement par un produit multi-espèces (composé de plusieurs sortes de bactéries lactiques et de levures probiotiques) prévient la pouchite (inflammation de la partie iléo-caecal) chez des patients atteints de RCH (Gionchetti et al., 2000) (Matthes et al., 2010). Le traitement avec Lactibacillus reuteri aide au passage en phase de rémission chez des enfants atteints de RCH (Oliva et al., 2012). Cependant d’autres études menées chez des patients atteints de MC ou de RCH ayant été traités avec des bactéries probiotiques (B.longum et Synergy, Lactobacillus GG)  ne donnent pas des résultats 
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significatifs en comparaison aux placebo (Steed et al., 2010) (Prantera et al., 2002). Il est donc difficile de conclure sur la réelle efficacité des probiotiques dans les MICI. 
Les régimes alimentaires : certains régimes alimentaires peuvent être conseillés aux 
patients atteints de MICI. En effet, ces traitements partent de l’hypothèse que modifier son alimentation peut moduler la flore bactérienne et leur production de métabolites absorbés qui sont des facteurs impliqués dans la pathologie des MICI (Lee, 2015). Des études ont montré une association entre la consommation de viande rouge (prise de n-
6PUFA) avec l’incidence de la pathologie (IBD in EPIC Study Investigators et al., 2009). Un régime semi-végétarien avec une forte consommation de fibres est associé avec une maintenance des phases de rémission (Andoh et al., 2003).  
L’ensemble de ces traitements diffèrent suivant le type de MICI (MC ou RCH) et sont adaptés en fonction de la réponse de chaque patient à ces thérapies. Les stratégies employées pour soulager les patients atteints de MC et de RCH sont résumées dans les figures 24 et 25 respectivement.  
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  Figure 24 : Algorithme des traitements pour la MC (Wehkamp et al., 2016)      
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   Figure 25 : Algorithme des traitements pour la RCH (Wehkamp et al., 2016)             
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2- Le Syndrome du Côlon Irritable   a) Aspect clinique  Le Syndrome du Côlon Irritable (ou SCI) est un désordre gastro-intestinal qui se caractérise par une modification de la motricité intestinale, des douleurs ou un inconfort 
abdominal, fréquent et qui perdure dans le temps (plus de 3 jours et qui s’étend sur au 
moins 3 mois). A l’heure actuelle, il n’existe aucun biomarqueur, ni aucune anormalité structurale ou biochimique permettant de diagnostiquer efficacement cette pathologie. 
Les symptômes du SCI sont communs à d’autre pathologie, ce qui rend le diagnostic difficile. La fondation Rome a établi des critères afin de définir cette maladie et aider à son diagnostic. Les critères de Rome IV, publié en février 2016, régissent actuellement le diagnostic du SCI. Ils définissent 4 catégories de patients.   - SCI-Constipé : patients présentant de la douleur et à prédominante constipé,  - SCI-Diarrhéique : patients à prédominante diarrhéique,  - SCI-Mixte : patients présentant des diarrhées et de la constipation en alternance,   - SCI-Unclassifed : patients atteints de SCI ne pouvant pas être classés dans l’un de ces 3 sous-types.   Certains patients développent des symptômes de types SCI (motricité altérée, douleur 
ou inconfort intestinal) après un épisode d’infection gastro-intestinale. Ces patients sont nommés SCI post-infectieux. Le développement de cette pathologie peut survenir entre 4 à 36% après une infection bactérienne (Campylobacter jejuni, Salmonella enterica, 
Shigella sonnei, Escherichia coli O157 :H7), virale (Norovirus) ou protozoaire (Giardia 
lamblia) (Beatty et al., 2014).   b) Physiopathologie   Les mécanismes physiopathologiques du SCI sont très nombreux et pas encore totalement compris. Le microbiote, la perméabilité intestinale, la réponse immunitaire, 
l’altération de l’axe intestin-cerveau ainsi que l’hypersensibilité intestinale sont des 
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facteurs impliqués dans cette pathologie. Ces différents facteurs interagissent très fortement entre eux comme le montre la figure 26 et seront décrits ci-dessous.  
 Figure 26 : La physiopathologie du SCI (Enck et al., 2016)  
Bien que l’étiologie du SCI n’a pas encore été complétement élucidée, divers facteurs ont un rôle, comme le microbiote, la perméabilité intestinale, la réactivité des cellules immunitaires et la 
sensibilité du système nerveux entérique, l’axe cerveau-intestin ou le cerveau. Cette figure souligne les médiateurs probablement peptidinergiques.   - Rupture de la barrière épithéliale 
L’épithélium intestinal forme une barrière étanche, première protection de l’organisme contre les pathogènes luminaux. Une altération de la barrière épithéliale est décrite chez les patients atteints de SCI et plus particulièrement chez les patients atteints de SCI-D. Cette rupture de barrière épithéliale peut être associée avec des symptômes gastro-
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intestinaux comme la diarrhée et les douleurs abdominales (Dunlop et al., 2006). Cette rupture de barrière permet le passage des antigènes luminaux dans la muqueuse ce qui 
contribue à l’inflammation de bas-grade de la muqueuse intestinale et à une augmentation de la sensibilité viscérale. Cette perte de barrière est un évènement précoce dans le développement du SCI. 
L’augmentation de la perméabilité est en partie due à une expression anormale des gènes et des protéines de jonctions claudines, occludines et Zonula Occludens 1 (ZO-1). 
L’altération des protéines de jonctions est particulièrement marquée chez les patients atteints de SCI-D et SCI-C (Bertiaux-Vandaële et al., 2011). Cette dégradation résulte de processus inflammatoires impliquant probablement le protéasome et le microbiote (Coëffier et al., 2010).  La perte de barrière facilite le passage des antigènes luminaux dans la lamina propria, notamment des composés bactériens comme le Lypopolysaccharide (LPS), composant 
majeur des parois bactériennes des Gram négative. Il participe à l’augmentation de la perméabilité lors de la stimulation apicale ou basale de la cellule épithéliale. Du LPS est retrouvé dans la circulation systémique des patients atteints de SCI-D comparé à des patients contrôles (Ludidi et al., 2015). La pénétration des antigènes bactériens participe 
à l’inflammation de bas-grade de la muqueuse intestinale des patients atteints de SCI. 
L’augmentation de la perméabilité épithéliale est donc liée à l’inflammation de bas-
grade, mais aussi à l’hypersensibilité viscérale et à la douleur chez les patients atteints de SCI.  - Modification de la motricité intestinale 
Chez les patients atteints de SCI, la motricité intestinale est perturbée. L’activité électrique du côlon de ces patients est supérieure à celle d’individus sain et cela est associé avec des symptômes de diarrhée (Snape et al., 1976). Le stress a aussi un rôle majeur dans la motricité intestinale de ces patients. Leur contractilité intestinale est 
augmentée lors d’une situation de stress (Narducci et al., 1985). Le CRF (Corticotropin Release Factor, molécule impliquée dans la voie du stress) augmente la motricité intestinale chez la souris (Larauche et al., 2009). L’utilisation d’un antagoniste du récepteur au CRF permet de diminuer la sensibilité viscérale et de restaurer la motricité 
de l’intestin des patients atteints de SCI (Coss-Adame and Rao, 2014).  
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- Hypersensibilité viscérale 
La contraction et la distension de l’intestin, en condition non pathologique, n’induit aucune douleur. Une sensation douloureuse en réponse à un stimulus physiologique est appelée hypersensibilité viscérale (HV). Le patient ressent une douleur ou un inconfort lors de la distension de son intestin. Les 2 composants majeurs de l’HV sont 
l’allodynie (réponse douloureuse à un stimulus physiologique) et l’hyperalgésie 
(douleur supérieure à celle d’un individu contrôle, en réponse à un stimulus douloureux). Le seuil de perception douloureuse chez les patients atteints de SCI est 
abaissé par rapport à un individu sain. L’HV est présente principalement chez les patients diarrhéiques et plus particulièrement chez ceux ayant une perméabilité intestinale augmentée (Ludidi et al., 2014). La diminution du seuil nociceptif de ces patients est présente dans le côlon et le rectum mais aussi dans l’intestin grêle et 
l’estomac. Les complications liées à la pathologie du SCI sont plus importantes chez ces patients (Posserud et al., 2007). 
L’HV est un processus multifactoriel qui met en jeu de nombreux facteurs comme le microbiote, des facteurs psychologiques, immunologiques et inflammatoires, et un défaut de communication entre le cerveau et l’intestin. Une altération du système immunitaire, dans les interactions endocrines ou neurologiques modifie la transmission nociceptive de la périphérie vers le cerveau chez de nombreux patients atteints de SCI (Barbara et al., 2011). Le microbiote peut aussi influer sur l’HV via l’altération des afférences viscérales ou par la déstabilisation de la barrière épithéliale (Distrutti et al., 2013). Le système neuroendocrine est donc important dans l’altération de la perception nociceptive.  - Altération de l’axe cerveau-intestin : rôle du stress ? Il existe une communication complexe, bidirectionnelle entre le système nerveux central (SNC) et le système nerveux entérique (SNE) qui assure non seulement les fonctions de 
digestion et d’homéostasie mais peut aussi avoir des effets sur la motivation, et les fonctions cognitives. Chez les patients atteints de SCI, cet axe cerveau-intestin peut être dérégulé. On observe chez les patients atteints de SCI-D, une augmentation de l’activation vagale et une diminution des niveaux de cortisol (Mayer, 2000). Ces patients ont aussi une 
augmentation de l’activation du système parasympathique et une altération des 
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fonctions adrénergiques comparées aux patients atteints de SCI–C (Heitkemper et al., 2001). Ces changements pourraient influencer les activités motrices coliques de ces patients. 
L’axe hypothalamo-pytuitaire-adrénergique (HPA) est l’axe mis en jeu lors du stress. Le 
CRF (Cortico Releasing Factor) est sécrété par l’hypothalamus en réponse au stress. Sa fixation sur ses récepteurs (CRF1 et CRF2) présents sur la glande pituitaire, induit la 
production d’hormone adrenocorticotropine (ATCH) qui entraine la sécrétion de cortisol par le cortex surrénal (Fish et al., 2004). L’anxiété et la dépression peuvent moduler cet axe CRF-HPA.  Chez les patients atteints de SCI, la littérature suggère une 
augmentation de l’activité basale de l’axe HPA ainsi qu’un manque de réponse à des stresseurs alimentaires ou mentaux (Chang et al., 2009). Le stress est impliqué dans la mise en place des symptômes du SCI et est associé à des réponses erronées ou à un 
manque d’adaptabilité (Drossman, 2006). Cette incapacité à réagir au stress est étroitement liée à des comorbidités psychiatriques (voir partie Etiologie et stress).  - Inflammation de bas grade La muqueuse intestinale des patients atteints de SCI ne possède aucun dommage 
macroscopique comme on peut le voir dans d’autres pathologies intestinales (comme les 
MICI). Malgré l’absence d’une inflammation développée, les patients atteints de SCI 
montrent une réponse immune systémique anormale. L’inflammation est dite de bas grade. Les lymphocytes T CD8+ de ces patients sont augmentés dans la lamina propria 
ainsi que dans l’épithélium (intra-épithéliaux). De plus, leurs lymphocytes T CD8+ 
circulants expriment plus fortement l’intégrine de homing intestinale α4β7 (Öhman et al., 2005). Cependant, le nombre de T régulateurs (CD4+ CD25+) n’est pas modifié comparée à celui des patients contrôles (Holmén et al., 2007). Le rôle des lymphocytes B est plus controversé. Une étude montre que le nombre de lymphocytes B dans la muqueuse intestinale des patients atteints de SCI n’est pas modifié (Cremon et al., 2009) 
tandis qu’une autre démontre l’augmentation de cellules IgG+ systémiques (Schoepfer et al., 2008). On observe une augmentation de cytokines pro-inflammatoires (IL-1β, TNFα, IL-6 et IL-8) dans le plasma de ces patients (Dinan et al., 2008). Au niveau de la muqueuse intestinale, la littérature rapporte une infiltration de cellules immunitaires comme des mastocytes et des lymphocytes intraépithéliaux dans le rectum et dans le côlon mais aussi dans l’iléon et dans le duodénum. Une augmentation 
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de médiateurs inflammatoires comme les protéases (tryptase, trypsine), l’histamine et les prostaglandines est observée au niveau de la muqueuse intestinale. Le taux de cytokines mucosales et systémiques est augmenté chez ces patients (Macsharry et al., 2008) (Bashashati et al., 2014a). Les mastocytes présents dans la lamina propria des patients atteints de SCI sont plus activés et relarguent d’avantage de médiateurs que chez des individus sains. Leur proximité spatiale avec les cellules nerveuses de la muqueuse intestinale est un point clé dans le dialogue entre le système immunitaire et le système nerveux (Barbara et al., 2007). Ces médiateurs (protéases, acide gras, 
histamine…), relargués par des biopsies de côlon de patients atteints de SCI peuvent 
induire une hyperalgésie et une allodynie viscérale lorsqu’ils sont administrées à des souris (Cenac N. et al., 2007).  Les causes de cette inflammation de bas-grade sont encore inconnues. De nombreux mécanismes sont soupçonnés comme des allergies alimentaires non détectées, le stress, des infections passées (SCI post-infectieux), un microbiote anormal, une malabsorption de la bile ou encore une perméabilité intestinale augmentée.  - Dysbiose  
L’altération du microbiote des patients atteints de SCI est un facteur impliqué dans cette 
pathologie mais son rôle reste encore à clarifier. Malgré un consensus sur l’altération de ce microbiote, aucun marqueur microbiotique n’a pu être défini. En effet, de nombreuses études montrent la modification de certains phyla mais le manque de détails quant à la caractérisation des patients, ou encore les cohortes de patients trop petites ne permettent pas de reproduire ces observations sur d’autres cohortes. De plus des 
facteurs exogènes comme l’alimentation influent sur ces observations.  De nombreuses études montrent une augmentation du ratio Firmicute (Clostridium cluster XIVa et Ruminococcacea) sur Bacteroidetes (Rajilić–Stojanović et al., 2011) (Krogius-Kurikka et al., 2009). La colonisation d’animaux axéniques avec le microbiote de patients atteints de SCI induit une hypersensibilité viscérale (Crouzet et al., 2013), 
ainsi qu’une augmentation de la perméabilité intestinale, et de la motricité, une activation immunitaire et un comportement anxieux (De Palma et al., 2017). Un des rôles importants du microbiote est de dégrader des composants non digestibles du bol alimentaire. La fermentation des carbohydrates produit des acides gras à chaines courtes (AGCC) qui ont des effets bénéfiques (anti-inflammatoire et amélioration de la 
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barrière épithéliale). La quantité et la composition de ces AGCC sont différentes chez les patients atteints de SCI. Ils possèdent des carbohydrates résistant à la fermentation qui induiraient des symptômes de types SCI (Shepherd et al., 2008a). De plus, les AGCC affectent le système immunitaire (balance entre lymphocytes pro et anti 
inflammatoires), ce qui suggère qu’une mauvaise quantité d’AGCC pourrait participer à 
l’inflammation de bas-grade des patients atteints de SCI.   c) Etiologie  - Sexe et localisation 
La prévalence de cette pathologie varie de 7% (Sud de l’Asie) à 45 % (Amérique du Sud). 
L’analyse de 80 études séparées montre une prévalence d’environ 11,2%, plus élevée chez les femmes (14%) que chez les hommes (8,9%)(Lovell and Ford, 2012). Différentes 
hypothèses ont été proposées pour expliquer l’augmentation de la prévalence du SCI dans les pays dit développés. Une exposition dans l’enfance à de nombreuses infections intestinales, induit une grande variété de microorganismes dans la flore intestinale. Ce 
microbiote va favoriser le développement d’une bonne tolérance immunitaire et d’un épithélium intestinal qui répondra mieux aux challenges antigéniques. A l’inverse, dans 
les sociétés plus développées, l’environnement surprotégé et plus hygiénique laisse le système immunitaire plus naïf. Les infections intestinales plus tardives vont engendrer des perturbations inflammatoires plus importantes. Ces données, associées à des facteurs comportementaux et psychologiques pourraient expliquer les différences de prévalence du SCI (Gwee, 2005). 
Le SCI peut être associé dans 20% des cas à d’autres pathologies, intestinales comme les 
brulures d’estomac, des reflux gastro-œsophagiens, de l’incontinence, des intolérances alimentaires (Whitehead et al., 2007).  - - Facteurs génétiques Des études cliniques montrent que les patients atteints de SCI ont plus souvent un historique familial de cette pathologie (33,9%) que des individus contrôles (12,6%) (Kanazawa et al., 2004). L’étude de jumeaux confirme cette part de génétique dans cette pathologie. En effet, des études chez des jumeaux Australiens, Américains, Scandinaves montrent que les jumeaux monozygotes développent trois fois plus le SCI que ceux 
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dizygotes (Levy et al., 2001; Morris-Yates et al., 1998).  De nombreuses études génétiques ont été réalisées afin de déterminer des gènes de susceptibilité au SCI. Elles se sont intéressées à des gènes impliqués dans l’inflammation, 
la barrière intestinale ou le cerveau. Néanmoins, aucune n’a été capable de démontrer une corrélation entre certaines mutations génétiques et le développement de la pathologie. Cependant, quelques études ont pu mettre en évidence certains gènes de susceptibilité comme HTR3A (gène codant le récepteur de la sérotonine) de génotype -42C>T C/T commun aux patients atteints de SCI-D. De plus, des variants des gènes TLR9, 
IL6 et CDHI (codant des protéines de jonctions) semblent être des facteurs de risque pour le SCI post-infectieux (Enck et al., 2016). D’autres gènes comme TNFSF15 (tumor necrosis factor superfamily 15), ou encore KDELR2 (codant des récepteurs impliqués dans le transport de protéines dans le reticulum) et GRID2IP (protéine exprimée sur les 
fibres nerveuses de Purkinje dans le cerveau) ont fait l’objet de résultats controversés et ne sont pas validés par la communauté scientifique (Villani et al., 2010). Ces études 
contradictoires pourraient s’expliquer par des associations de gènes difficiles à détecter dans la population globale. La combinaison de facteurs génétiques et environnementaux 
pourrait expliquer l’hétérogénéité clinique du SCI.  - Stress Le stress est un facteur impliqué dans la pathologie du SCI. Des évènements 
traumatisants (maladie grave, mort d’un parent, abus sexuel) survenus dans l’enfance peuvent altérer la réponse au stress et favoriser le risque de développer des problèmes de santé, sociaux et comportementaux. Des études ont montré une corrélation entre le développement du SCI et des expériences d’abus (physique, psychologique ou sexuel) (Salmon et al., 2003). Vingt à 30% des patients atteints de SCI ont des problèmes 
d’anxiété et de dépression et 32% d’entre eux ont vécu des abus physiques ou sexuels (Delvaux et al., 1997).   - Hypersensibilité et intolérance alimentaire De nombreux patients atteints de SCI rapportent une exacerbation des symptômes 
lorsqu’ils consomment un certain type de nourriture comme des aliments riches en 
gluten, en acides gras polyinsaturés ou du lait. L’équipe de Biesiekierski et al., a montré 
qu’il existait une corrélation entre les patients atteints de SCI-D et une intolérance au 
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gluten. Dans cette étude, les patients sous régime sans gluten ont une amélioration des symptômes de douleur viscérale, des saignements et de la consistance de leurs fèces. 
Cependant les auteurs n’ont pas réussi à mettre en évidence de biomarqueurs pouvant expliquer ces améliorations dans les symptômes des patients (Biesiekierski et al., 2011).  De récentes études se sont intéressées à ces paramètres (Eswaran et al., 2013; Niec et al., 1998; Saito et al., 2005). Leurs auteurs émettent l’hypothèse que la perte de barrière 
épithéliale chez ces patients permettrait aux antigènes de l’alimentation de pénétrer 
plus facilement et de participer à l’inflammation de bas-grade de la muqueuse intestinale (Vivinus-Nébot et al., 2012).   De plus, les FODMAPs (Fermentable Oligosaccharides, Disaccharides, Monosaccharides and Polyols) semblent pouvoir exacerber certains symptômes de la pathologie (Nanayakkara et al., 2016). Ces FODMAPs sont difficilement absorbés ce qui va provoquer un excès de ces composés dans l’intestin. Ces FODMAPS en excès vont augmenter la pression osmotique, et augmenter l’eau présente dans la lumière ce qui 
aura pour conséquence de distendre l’intestin et de favoriser les douleurs abdominales (Undseth et al., 2014). De plus, ils sont rapidement fermentés par le microbiote ce qui engendre des gaz. Ces gaz vont distendre le côlon ce qui est associé avec une augmentation des ballonnements et de la douleur. Un régime pauvre en FODMAPs réduit la douleur intestinale des patients atteints de SCI (Ong et al., 2010).  d) Modèles animaux  
L’utilisation des modèles animaux est indispensable pour l’étude des pathologies. Le SCI étant une pathologie multifactorielle et dont la physiopathologie est complexe, différents modèles animaux reproduisant un certain nombre de facteurs de la pathologie ont pu être envisagés. Il existe un grand nombre de ces modèles, , nous aborderons les modèles de SCI post-infectieux et décriront plus particulièrement 2 modèles de SCI utilisés dans 
notre étude qui mettent en jeu une augmentation de l’hypersensibilité viscérale.  
- Les modèles de SCI post infectieux Il existe un grand nombre de modèles animaux de SCI post-infectieux (SCI-PI) : une 
partie de ces modèles s’intéresse à la composante infectieuse de cette pathologie. La seconde partie de ces modèles se focalise sur le paramètre inflammatoire grâce à 
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l’induction d’inflammation par un agent chimique. Ces différents modèles vont mimer un certain nombre de paramètres du SCI-PI.  Environ un patient sur dix développe des symptômes de SCI PI suite à une infection bactérienne de type Campylobacter jejuni, Escherechia coli, salmonella et shigella (Giorgio and Barbara, 2008; Smith and Bayles, 2007; Spiller and Garsed, 2009; Spiller et al., 2000). Aucun modèle animal n’a pas eu être développé permettant de reproduire 
l’ensemble des symptômes des patients atteints de SCI PI. L’infection de souris avec 
Campylobacter jejuni induit une gastroentérite, suivit une modification de la consistance 
des fèces et d’une augmentation de la population bactérienne de 27% (Pimentel et al., 2008). Ces éléments coïncident avec l’augmentation de la population bactérienne 
retrouvée chez les patients atteints de SCI PI. L’infection avec Salmonella enterica modifie le microbiote et induit une forte inflammation chez la souris (Barman et al., 2008). Cependant d’autres paramètres comme l’hypersensibilité viscérale ainsi que  la motricité intestinale ne sont pas modifiés dans ces modèles. 
L’infection de souris et de rats avec le parasite Trichinella spiralis induit une modification fonctionnelle des nerfs sensitifs, des muscles lisses du jejunum et des secrétions des cellules intestinales (Barbara et al., 2001; Chen et al., 2004; Venkova and Greenwood-van Meerveld, 2006; Yang et al., 2009).  Trichinella spiralis provoque une importante hypersensibilité et une hypercontractilité du colon chez les animaux infectés. Nippostrongylus brasiliensis induit chez la souris et le rat une altération de la motricité intestinale et une hypersensibilité viscérale dépendant des mastocytes et des nocicepteurs à la kinine (Aerssens et al., 2007; Gay et al., 2000; McLean et al., 1998). 
Chez le rat, l’infection avec Cryptosporidium parvum est associée avec une hypersensibilité jéjunale à la distension et à une accumulation de mastocytes (Khaldi et al., 2009). 
D’autres modèles induits par des agents chimiques peuvent être utilisés comme modèle du SCI PI. Une administration intra-colique d’acide acétique (0,5%) à des rats ou des souris nouveau-nés induit une inflammation modérée, qui sera suivi d’une 
hypersensibilité viscérale à l’âge adulte sans marqueur histologique d’inflammation (Winston et al., 2007). L’utilisation d’acide déoxycholique (instillation colique) ou de 
dextran sodium sulfate (DSS) (dans l’eau de boisson) induit une hypersensibilité viscérale et une hyperalgésie (Okayasu et al., 1990; Spiller, 2006, 2003). L’huile de 
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moutarde est un important irritant. Son administration en intra-colique induit une inflammation, des dommages tissulaires et une stimulation neuronale importante (Laird et al., 2001b). Administré chez des nouveau-nés, elle induit un changement de motricité 
intestinale et une hypersensibilité viscérale à l’âge adulte (Al-Chaer et al., 2000). Le SCI PI peut être induit chez l’animal par des infections bactériennes ou parasitaires ainsi que par des agents chimiques. Dans chacun de ces modèles, après la phase aigüe 
d’infection/inflammation, les animaux développent des symptômes similaires à ceux des patients. Cependant chacun de ces modèles à ces avantages et ces inconvénients qui sont résumés dans le tableau suivant :  





sur le long terme (8 à 12 
semaines) 
Absence de M, S et P 
Huile de moutarde 
Modification de la 
motricité intestinale et 
Hypersensibilité viscérale 
sur le long terme (9 
semaines) 
Absence de S et P 
DSS 
Hypersensibilité viscérale 
sur le long terme (7 
semaines) 
Absence de M, S et P 








et modification de la 
motricité intestinale 




Modification de la 








viscérale et hyperplasie 
des mastocytes 
Absence de M, S et P 
Infection 
bactérienne Campylobacter jejuni 
Infection bactérienne 
semblable à celle des 
patients SCI PI, 
prolifération bactérienne 
Faible taux de réussite du 
modèle (27%), absence 




semblable à celle des 
patients SCI PI, 
modification du 
microbiote 
Absence de H, M, S et P 
 Table 3: Forces et faiblesse des modèles animaux du SCI PI (adapté de (Qin et al., 2011)). H : hypersensibilité viscérale, M : modification de la motricité intestinale, S : altération des sécrétions intestinales, P : altération de la perméabilité intestinale.   - Le stress d’évitement passif de l’eau ou WAS 
Le stress d’évitement passif de l’eau (ou WAS pour Water Avoindance Stress) est un 
modèle de stress chronique qui consiste à déposer l’animal (rat ou souris) sur une petite 
plateforme (juste assez grande pour contenir l’animal) au centre d’un grand baquet 
rempli d’eau froide. Cette expérience est réalisée durant une heure, tous les jours pendant 10 jours. Ce stress psychologique induit une augmentation de la signalisation périphérique et centrale par le CRF ce qui altère la motricité gastro-intestinale des animaux (Maillot et al., 2000). Le WAS induit aussi une augmentation de l’éjection de fèces, une augmentation de la perméabilité épithéliale (Larauche et al., 2011), le 
développement de comportements anxieux, ainsi qu’une importante hypersensibilité viscérale (hyperalgésie et une allodynie) (Bradesi et al., 2005b).  Le WAS entraine une activation du système immunitaire intestinal après les 10 jours de stress : une augmentation de l’activation des mastocytes, de l’infiltration des neutrophiles (augmentation de l’activité myeloperoxidase) et des cellules mononuclées a pu être observée dans la muqueuse intestinale ainsi qu’une modification structurelle des cellules épithéliales (Söderholm et al., 2002).  
L’induction du stress par le WAS est un très bon modèle d’étude du SCI car il reproduit des facteurs clés de la pathologie : l’hypersensibilité viscérale, l’inflammation de bas-
grade, l’augmentation de la perméabilité intestinale et l’anxiété.  - L’injection de cortagine 
L’injection de cortagine (10µg/kg dans la cavité intra-péritonéale) entraine une hyperalgésie chez le rat, des diarrhées (augmentation du transit de 45%) et aucune inflammation visible de l’intestin. La cortagine est un peptide agoniste du CRF qui possède une haute affinité pour le récepteur CRF1 en comparaison avec le récepteur 
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CRF2. Le récepteur CRF1 est exprimé dans les neurones et les fibres myentériques du côlon proximal et distal chez le rat (Chatzaki et al., 2004). Le CRF peut activer ces neurones et ainsi modifier la contractilité intestinale (Maillot et al., 2000).  
Ce modèle animal mime les symptômes d’hypersensibilité viscérale et d’augmentation du transit présent chez les patients atteints de SCI.    e) Thérapies  Le SCI est une pathologie complexe. Les traitements sont symptomatiques et permettent uniquement de soulager les patients lors des phases de poussées. Ils consistent principalement à contrôler le transit intestinal.   - Les antispasmodiques Les spasmes des muscles lisses peuvent être responsables de douleurs abdominales. Les 
antispasmodiques agissent via l’antagonisme de l’acétylcholine sur les récepteurs muscariniques au niveau des jonctions neuromusculaires ce qui induit une relaxation 
des muscles lisses. L’Otilonium bromide et l’hyoscine sont des antispasmodiques efficaces chez certains patients (Ford et al., 2011). Un des effets indésirables de ces antagonistes est de provoquer de la constipation à cause de la forte inhibition des sécrétions des fluides intraluminaux. Ce traitement est donc prescrit à des patients 
n’étant pas constipés et doit être pris 20 minutes avant le repas. L’huile de poivre mentholé inhibe les contractions des muscles lisses via le blocage des canaux calciques. 
Une nouvelle formulation de cette huile, ayant des effets dans l’intestin grêle, a donné de très bon résultats chez les patients atteints de SCI-D et de SCI-M (Cash et al., 2016).  - Les antidépresseurs Les mécanismes antidouleur des antidépresseurs sont totalement inconnus. Cependant,  
on considère qu’ils agissent au niveau du SNC par la modulation de la transmission et 
des afférences sensitives viscérales et en périphérie dans le tractus, par l’altération des transmissions cholinergiques et histaminergiques (Moret and Briley, 2006). 
L’antidépresseur tricyclique ou l’inhibiteur sélectif de la recapture de sérotonine peuvent être prescrits en traitement de la douleur chez les patients atteints de SCI-D. Les effets indésirables peuvent être de la constipation, une bouche sèche et de la fatigue. 
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 - Les anti-diarrhéiques Les traitements les plus utilisés sont les agonistes des récepteurs µ des opioïdes comme le loperamide. Ils prolongent le transit intestinal en réduisant le péristaltisme 
permettant ainsi de réduire la fréquence et d’améliorer la consistance des fèces. Ils ont 
peu d’effets secondaires car ils ne passent pas la barrière hématoencéphalique (Efskind et al., 1996). Les antagonistes des récepteurs 5-HT3 (alosetron, ramosetron et ondansetron) peuvent être donnés aux patients atteints de SCI-D.  Leurs mécanismes 
d’action sont peu connus mais on suppose qu’ils inhibent la partie ascendante du réflexe de péristaltisme et que la forte amplitude de ces contractions se propage au tractus gastro-intestinal (Clavé et al., 2011).  - Laxatifs et accélérateurs de transit Pour les patients atteints de SCI-C, des laxatifs comme le senna ou le docusate sont 
donnés en première instance. Si ces derniers n’ont plus d’effets, le linaclotide (absorbeur de peptide agoniste de la guanylyl cyclase C) peut être conseillé aux patients ayant développé des symptômes depuis plus d’un an. Le linaclotide augmente la sécrétion de fluides intraluminaux mais a aussi un effet analgésique par la modulation des nocicepteurs coliques. Il va donc réduire la douleur et les saignements (Chey et al., 2012). Le lubiprostone peut aussi être utilisé (acide gras bicyclique dérivé des prostaglandines E1) pour améliorer les symptômes gastro-intestinaux des patients atteints de SCI-C. Il active les canaux calciques de type 2 sur la membrane apicale des entérocytes, stimulant ainsi la production de fluides (Drossman, 2006). Pour promouvoir les mouvements intestinaux chez les patients atteints de SCI-C, les cliniciens peuvent donner des agonistes aux récepteurs 5-HT4 (prucalopride) qui vont activer les voies sérotoninergiques. (Tack et al., 2009) (Figure 27).  
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 Figure 27 : Mécanismes d’action des traitements utilisés pour améliorer les 
symptômes des patients atteints de SCI (Enck et al., 2016) Les médicaments actuellement utilisés pour le traitement du SCI visent l’activité 
nerveuse, les fonctions épithéliales ou l’état contractile des couches musculaires lisses. 
Plusieurs médicaments agissent en améliorant l’activité des canaux chlorure pour augmenter la sécrétion de fluide dans la lumière intestinale. D’autres mécanismes 
d’actions ciblent la modulation de la sensibilité viscérale au niveau central ou périphérique. Enfin les certains traitements agissent pour moduler la transduction du signal à la jonction neuromusculaire ou modifier la motricité par des actions myogéniques directes.  - Modification du microbiote De nombreuses études ont montré le rôle du microbiote dans les symptômes du SCI. Le traitement des patients aux antibiotiques et au probiotiques a donc été envisagé. 
L’utilisation de rifaximine diminue les symptômes des patients (Pimentel et al., 2010). 
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Les mécanismes ne sont pas entièrement connus mais incluent une modification du microbiote ainsi que des effets directs sur la micro-inflammation. Le traitement du SCI par la rifaximine est autorisé aux Etats-Unis mais pas en Europe. Les probiotiques 
réduisent la douleur mais leur mode d’action potentiel sur le microbiote ou le système immunitaires est inconnue (Didari et al., 2015). Cependant l’effet de ces traitements avec différentes bactéries probiotiques est très controversé. Plusieurs études ne montrent 
pas d’amélioration des symptômes des patients atteints de SCI après l’utilisation de probiotiques (Hod et al., 2017; Ludidi et al., 2014). 
De nouvelles études s’intéressent à la transplantation de flore fécale d’individus sains afin de rétablir un microbiote « le plus normal possible » et de réduire la dysbiose des 
patients atteints de SCI. Quelques études ont été réalisées chez l’Homme et le rongeur et révèlent une amélioration des symptômes gastriques (De Palma et al., 2017; Zoller et al., 2015).  - Psychothérapies Les personnes atteintes de SCI vivent mal leurs symptômes, ils se sentent honteux et embarrassés devant leur famille et leurs amis qui comprennent mal cette maladie (Drossman et al., 2009). L’institut national de la santé conseille aux patients dont les traitements ne sont pas efficaces depuis plus de 12 mois de commencer une psychothérapie. Il existe 4 principales psychothérapies pour les patients atteints de SCI. La thérapie cognitive comportementale est basée sur le fait que les symptômes SCI sont dus à des évènements stressant de la vie et à des comportements mal adaptés. Le patient identifie les facteurs psychologiques (émotions et actions) qui interfèrent avec ces symptômes physiques puis avec l’aide du psychologue, met en place une thérapie comportementale (Henrich et al., 2015). La thérapie psychodynamique aide les patients dont le développement des symptômes est dû à des conflits ou des difficultés dans leur relation avec certaines personnes. Ces patients sont encouragés à discuter de leurs facteurs émotionnels afin de trouver lien avec leurs symptômes (Creed et al., 2003). L’hypnose permet aux patients de prendre conscience de leur intestin et de contrôler et normaliser leur fonction gastro-intestinale (Peters et al., 2015). La thérapie cognitive basée sur la pleine conscience prône la prise de conscience de la perception des symptômes du SCI (Gaylord et al., 2011).  
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- Régimes et approches nutritionnelles De nombreux patients atteints de SCI suivent un régime alimentaire particulier (sans gluten, lait, viande ou encore sans viande fumée) afin de diminuer leurs symptômes. 
L’alimentation semble donc avoir un rôle à jouer dans la physiopathologie du SCI. De nombreux aliments comme le blé ou le seigle contiennent des carbohydrates à chaines 
courtes qui sont difficilement absorbés par l’organisme. Ces carbohydrates sont le substrat de fermentation bactérienne qui engendre des gaz qui peuvent induire un inconfort ou des douleurs abdominales. Un régime pauvre en carbohydrate réduit les symptômes des patients atteints de SCI et améliore leur qualité de vie (Østgaard et al., 2012). De plus, une alimentation pauvre en FODMAPs (Fermentable Oligo Di Mono 
saccharides and Polyols) aurait un effet bénéfique sur les symptômes d’une partie des patients atteints de SCI (Enck et al., 2016; Shepherd et al., 2008b). Soixante pourcent des patients atteints de SCI présentent une hypersensibilité au gluten et aux céréales. Un régime pauvre en gluten améliore les symptômes de certains patients (Shahbazkhani et al., 2015; Zar et al., 2005).  Aucune étude ne montre de lien direct entre allergies/intolérance alimentaire et le développement du SCI (Mansueto et al., 2015).  Les MICI et le SCI sont des pathologies intestinales dont l’incidence est en perpétuelle 
augmentation. Les traitements sont couteux et ne permettent pas une rémission. L’étude des acteurs mis en jeu dans ces pathologies est donc nécessaire afin de permettre de développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.  
Dans ces 2 pathologies, les cellules de l’épithélium intestinal jouent un rôle important. Or ces cellules sont une importante source de protéases qui sont impliquées dans 
l’inflammation et dans la douleur.   
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CHAPITRE 4 : 
 
Les protéases : 
leur implication dans le SCI et les MICI 
 
 Les protéases sont codées par environ 2 à 3% du génome et sont exprimées par tous les organismes vivants comme les bactéries, les plantes ou encore les mammifères (Rawlings, 2010). Chez ces derniers, la diversité des protéases est très importante. Longtemps considérée comme uniquement mises en jeu dans la digestion via la dégradation des protéines du bol alimentaire, on sait aujourd’hui qu’elles ont de multiples fonctions. En effet, les protéases ont un rôle dans de nombreux processus physiologiques (coagulation, immunité, cicatrisation) mais aussi pathologique (MICI, 
pancréatite, cancer…). Les protéases hydrolysent des liaisons peptidiques à l’intérieur de la protéine (endopeptidase) ou clivent les liaisons présentes aux extrémités de la protéine (exopeptidase). Les protéases présentent un site actif permettant un clivage protéique spécifique de liaisons peptidiques. Cette spécificité de substrat ainsi que 
l’ensemble des liaisons se formant entre la protéase et son substrat définissent la spécificité de la protéase. Chez les mammifères, il existe 4 grandes classes de protéases : les protéases à sérine, les protéases à cystéine, les protéases à aspartate et les métalloprotéines.  Dans cette partie nous nous intéresserons plus particulièrement aux protéases à serine 
et à leurs inhibiteurs qui font l’objet de notre étude.   1- Les protéases à sérine  Cette classe de protéases se caractérise par la présence de 3 acides aminés conservés dans leur site catalytique : une sérine, une histidine et un acide aspartique qui forment la triade catalytique. La nature des résidus présents dans la poche catalytique ainsi que leur taille va permettre de classer ces protéases à sérine. Les protéases sont produites par de nombreux types cellulaires et sont impliquées dans la physiopathologie 
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de nombreuses maladies inflammatoires comme les MICI ou encore dans le SCI. Les principales protéases à sérine ainsi que celles identifiées dans notre étude seront développées dans cette partie.  a) Les élastases  
La poche catalytique des élastases est très réduite et permet d’accueillir des résidus 
courts non chargés comme l’alanine, la valine et la glycine. Dans les pathologies 
intestinales, l’élastase produite par le neutrophile ainsi que celle produite par 
l’épithélium intestinal sont impliquées dans l’inflammation.  - L’élastase du neutrophile 
L’élastase du neutrophile (EN), produite sous forme immature est maturée grâce à une cathepsine C ou à la DPI (Dipeptidyl peptidase I) dans les granules azurophiles (Caputo et al., 1993). Lors de l’inflammation, les neutrophiles font parties des premières cellules infiltrées. Elles aident à lutter contre le pathogène grâce à différents mécanismes 
impliquant l’EN. Elle active l’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), qui augmente la prolifération cellulaire des cellules épithéliales lésées (Meyer-Hoffert et al., 2004), elle 
augmente la production d’IL8 (cytokine clés de l’inflammation) grâce à l’activation de NFkB médié par le TLR-4 (Devaney et al., 2003). La délétion de cette protéase chez la 
souris montre que l’EN est nécessaire à la clairance de certaines bactéries Gram négative (Klebsiella pneumonia et Escherichia coli) (Belaaouaj et al., 1998). De plus, dans les MICI 
la présence d’EN dans les fèces ou dans le sang des patients, indique une progression de la maladie (Langhorst et al., 2008).  - L’élastase épithéliale 
L’activité protéolytique de la muqueuse colique des patients atteints de MICI est 
augmentée (Cenac N et al., 2007) et notamment l’activité élastase. Celle-ci est en partie 
due à l’infiltration des neutrophiles sur le site inflammatoire. Cependant, notre laboratoire (Motta JP et al., 2012) a montré que les tissus muqueux non inflammatoires 
des patients atteints de MICI présentent aussi une augmentation de l’activité élastase. La localisation par zymographie in situ de cette activité protéolytique montre une importante activité élastolytique de la cellule épithéliale. -  
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L’activité élastolytique, provenant du neutrophile ou encore de l’épithélium intestinal semble donc avoir un rôle important dans la physiopathologie des MICI. La 
caractérisation de l’activité élastolytique dans les cellules épithéliales intestinales en conditions physiologiques et pathologiques est un programme de recherche actuellement développé au laboratoire. De précédentes études menées par le laboratoire 
ont montrés que l’activité élastolytique dans la muqueuse de patients atteints de MICI 
étaient augmentées et que l’administration d’Elafine, un inhibiteur endogène permet de protéger des souris contre une colite (Motta et al., 2011, 2012).  b) Les trypsines Les trypsines clivent après une lysine ou une arginine. Elles sont caractérisées par la triade catalytique His-57, Asp-102 et Ser-195 (Higaki et al., 1987).  Il existe 3 principales formes de trypsines : la trypsine cationique, anionique et la mésotrypsine (ou trypsine-3). Elles sont ainsi nommées à cause de leur point isoélectrique.  - Les trypsines digestives : PRSS1 et PRSS2 Les gènes PRSS1 et PRSS2 codent respectivement 2 trypsines, le trypsinogène 1 qui une fois activé génère la trypsine cationique (13% du jus pancréatique) et le trypsinogène 2 qui une fois clivé donnera la trypsine anionique (6% du jus pancréatique). Ces 2 formes de trypsine ont 88% d’homologie entre elles. Ces 2 gènes sont localisés sur le chromosome 7q35. Ces 2 formes de trypsines sont sécrétées sous forme de zymogène par le pancréas et sont activées par une entéropepdidase présente dans la bordure en brosse des cellules épithéliales duodénales. Leur rôle est de dégrader les protéines du bol alimentaire afin de faciliter leur absorption par les cellules épithéliales intestinales.  - La trypsine-3 : PRSS3 La trypsine-3 (nommée encore mésotrypsine) est une trypsine mineure du jus pancréatique (moins de 0,5%). Elle est codée par le gène PRSS3, présent sur le chromosome 9p13. Le transcrit PRSS3 possède 2 sites d’épissages alternatifs permettant la synthèse de différentes protéines : le mésotrypsinogène, et le trypsinogène IV. Ces 2 enzymes sont activées par une entéropeptidase générant la protéine active trypsine-3 (Salameh and Radisky, 2013). 
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Cette trypsine a la particularité de ne posséder aucun inhibiteur endogène connu. De plus, elle possède une grande résistance aux inhibiteurs de trypsine classique comme les inhibiteurs de type Kunitz (SBTI : SoyBean Trypsin Inhibitor) (Rinderknecht et al., 1984). Une analyse par crystallographie de la structure de la trypsine-3 montre que cette résistance serait due à la substitution d’une arginine à la place d’une glycine en position 193. La présence de cette arginine dans la poche catalytique pourrait engendrer des répulsions stériques avec les inhibiteurs (Figure 28).  
 Figure 28: Structure du site actif de la Trypsine-3 (Salameh et al., 2013) Différence structurelle majeure entre la trypsine cationique (à gauche en blanc) et la trypsine-3 
(à droite en bleu) face à un inhibiteur (le BPTI, en gris et rouge). L’arginine en position 193 
empêche l’inhibiteur de fixer la trypsine-3 par répulsion l'électrostatique alors que l’inhibiteur va former une liaison de type H avec la glycine 193 de la trypsine cationique.  La trypsine-3 est capable de dégrader les inhibiteurs de type Kazal qui, à l’opposé, forment des liaisons irréversibles avec les trypsines cationiques et anioniques (Sahin-Tóth, 2005). On a donc supposé que le rôle de la trypsine-3 pancréatique était de 
contrôler l’activité trypsique provenant du pancréas via la dégradation de ses inhibiteurs (Szmola et al., 2003). Cependant la trypsine-3 a été identifiée dans des tissus extra-pancréatiques. La trypsine-3 a été mise en évidence à l’origine dans le cerveau humain (Wiegand et al., 1993) où son expression est importante. Elle est produite par les neurones, les cellules 
gliales et les astrocytes. Cependant, de très faibles taux d’entérokinase ont pu être détectés dans le cerveau (Yahagi et al., 1996). Son mode d’activation dans le cerveau ainsi que son rôle restent encore mal décrits. Elle pourrait être impliquée dans 
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l’inflammation neurogénique (Knecht et al., 2007), dans l’hydrolyse des protéines de myéline (Wang et al., 2007) et dans la régulation de la GFAP (Glial Fibrillary acidic protein) des astrocytes (Minn et al., 1998). Elle est capable d’activer des neurones 
sensitifs et d’induire une inflammation ainsi qu’une hypersensibilité lorsqu’elle est injectée dans la patte de la souris (Knecht et al., 2007). 
L’expression de la trypsine-3 a aussi été décrite dans les épithéliums. L’expression de 
l’ARNm de la trypsine-3 est augmentée dans la muqueuse intestinale des patients atteints de SCI (Kerckhoffs et al., 2008). Au niveau de la peau, la trypsine-3 aurait un rôle dans la desquamation grâce à l’activation de kallikréines et la dégradation de leurs inhibiteurs (Miyai et al., 2014). Dans l’épithélium intestinal et plus particulièrement dans les cellules de Paneth, la trypsine-3 clive la pro-forme de l’α-defensine-5 permettant ainsi la libération de ce peptide antimicrobien dans la lumière intestinale (Ghosh et al., 2002). 
Chez l’animal, il n’existe pas d’orthologue à la trypsine-3 chez la souris, uniquement un pseudogène. Chez le rat, une protéase, p23 possède les mêmes caractéristiques de 
suppression d’inhibiteur de trypsines que la trypsine-3 (Fukuoka and Nyaruhucha, 2002).  - Les trypsines dans les pathologies intestinales  
Une augmentation de l’activité des protéases à sérine a été identifié dans les fèces de patients atteints de SCI-D et induit une hypersensibilité viscérale lorsqu’elles sont injectées dans le côlon de souris (Annaházi et al., 2009). Chez les patients atteints de SCI, 
l’activité trypsique dans la muqueuse intestinale est plus élevée que chez des individus 
sains. Cette augmentation de l’activité protéolytique est capable d’activer des neurones 
sensitifs issus de la racine dorsale spinale murin et d’augmenter la sensibilité viscérale 
de souris lorsqu’on leurs administre le surnageant de biopsies de patients atteints de SCI (Cenac et al., 2007). Cette activité trypsine-like peut en partie être due à l’augmentation de la dégranulation des mastocytes chez les patients atteints de SCI qui sécrèteraient de 
la tryptase, ainsi qu’à leur position très proche des terminaisons nerveuses. Cette 
proximité pourrait permettre aux protéases relarguées par le mastocyte d’activer les 
fibres sensitives et ainsi d’augmenter la sensibilité viscérale de ses individus (Barbara et al., 2004).  Cependant à ce jour, aucune étude n’a déterminé le type de protéases à sérine impliquées dans le SCI. 
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c) La thrombine La thrombine est une protéase à serine multifactorielle, générée à partir de 
prothrombine. C’est un régulateur clé des processus hémostatiques. Elle permet la 
production d’activateurs de plaquettes comme l’adénosine diphosphate, la sérotonine ou encore le thromboxane A2. La thrombine est aussi capable de convertir directement le 
fibrinogène en monomère de fibrine permettant la formation d’un caillot qui stoppe le saignement (Bae et al., 2010). La thrombine active les plaquettes via PAR1 et PAR4 en fournissant une surface membranaire pro-coagulante sur laquelle les facteurs de coagulation peuvent se rassembler. La thrombine est capable de réguler sa propre 
génération. D’une part elle améliore sa production grâce à l’activation des cofacteurs FV, FVIII et FXI dans une boucle de rétroaction positive, et d’autre part elle diminue sa production via sa liaison sur un récepteur des cellules endothéliales (la 
thrombomoduline) qui aura pour conséquence l’activation de la voie de la protéine C et la diminution d’expression de la thrombine (Lane et al., 2005). La thrombine possède aussi de nombreux effets non hémostatiques. En effet, sa capacité à activer les récepteurs PAR1, PAR4 et PAR2, lui confère de nombreux rôles physiologiques et pathologiques. Ces effets cellulaires peuvent être directement liés à sa concentration : à faible concentration (20 à 75pM), son activation du récepteur PAR1 induit un effet protecteur sur le maintien de la barrière formée par les cellules endothéliales (Feistritzer and Riewald, 2005) alors qu’une concentration plus importante (>100pM) induit un signal de rupture de barrière (Bae et al., 2009). PAR2 ne peut pas être activé directement par la thrombine mais peut être transactivé par PAR1. La thrombine génère sur PAR1 un ligand attaché en N-terminal qui permet l’activation 
d’un récepteur PAR2 (Blackhart et al., 1996). L’hétéromère PAR1PAR2 joue un rôle dans la septicémie, la réponse à des dommages artériels et dans les processus cytoprotecteurs (Kaneider et al., 2007). La thrombine pourrait être impliquée dans la progression de 
l’athérosclérose. Les lésions artérioscléreuses précoces sont hyper coagulables ce qui pourrait suggérer un rôle de la thrombine dans cette pathologie (Borissoff et al., 2010).     
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d) Les tryptases, chymase et trypsines-like 
Les mastocytes sécrètent la tryptase et la chymase. Comme nous l’avons vu 
précédemment, l’augmentation de l’activité tryspin-like est impliquée dans des 
phénomènes d’hypersensibilité viscérale. Cependant, ces protéases peuvent aussi avoir un rôle dans les pathologies inflammatoires comme les MICI. Les patients atteints de RCH possèdent des mastocytes qui sécrètent davantage de tryptase (Raithel et al., 2001). La tryptase et la chymase, dans des modèles animaux vont augmenter la perméabilité endothéliale chez le cobaye (He et al., 1997) et induire l’accumulation de cellules inflammatoires dans le péritoine des souris. La chymase augmente la perméabilité épithéliale in vitro en diminuant les jonctions serrées (Scudamore et al., 1998).  e) La protéinase-3 Les granules secondaires des neutrophiles possèdent d’importantes quantités de protéinase-3 (PR-3). Cette enzyme possède une structure très proche de celle de l’EN (affinité pour les mêmes substrats) (Rao et al., 1993). Elle aide à la maturation et à 
l’activation de nombreuses cytokines (TNFα, IL1β et IL18) (Wiedow and Meyer-Hoffert, 2005). La PR-3 possède aussi des propriétés pro-apoptotiques via l’activation de la pro-caspase-3 dans les neutrophiles eux-mêmes ou dans les cellules endothéliales (Pendergraft et al., 2004) (Figure 29). 
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Figure 29 : Les protéases à sérine du neutrophile dans l’inflammation (adapté de (Pham, 2006))  f) Les cathepsines Il existe 2 cathepsines dans la famille des protéases à serine : la cathepsine A et la cathepsine G. La cathepsine A est une protéase lysosomale qui se lie à la neuraminidase et à la β-galactosidase pour former un complexe stable et actif dans les lysosomes. Sa déficience entraine le développement de galactosialidose (surcharge lysosomale) (Kolli and Garman, 2014). La cathepsine G est exprimée par les 
neutrophiles. Elle est impliquée dans l’inflammation. Chez les patients atteints de RCH, elle modulerait la perméabilité de la barrière épithéliale grâce à des mécanismes dépendants du récepteur aux protéases PAR4 (Dabek et al., 2009).  g) Les kallikréines Les kallikréines font parties des protéases à sérine parmi lesquelles on distingue la kallikréine plasmatique et les kallikréines tissulaires. Les kallikréines tissulaires sont composées de 15 kallikréines et sont exprimées dans de nombreux tissus (pancréas, 
vaisseaux sanguins, cerveau, intestin…) (Pathak et al., 2013). Par exemple, la kallikréine 1 clive le kinninogène en kinine active qui est impliqué dans les pathologies inflammatoires (Borgoño et al., 2004). Chez les patients atteints de MICI, la sécrétion de kallikréines dans la lumière intestinale est fortement augmentée. Ce phénomène est 
corrélé avec le degrés d’inflammation du tissus (Devani et al., 2005). L’inhibition de ces protéases diminue la colite chez le rat (Stadnicki et al., 1996) De plus, l’expression de la kallistatine, un inhibiteur de kallikréines tissulaires, est fortement diminuée chez les patients atteints de MC et RCH (Stadnicki et al., 2003). La kallikréine1 permet la libération de bradykinine. La kallikréine plasmatique est synthétisée par le foie, circule dans les vaisseaux sanguins où elle permet la libération de la bradykinine. La 
bradykinine est impliquée dans les phénomènes inflammatoires comme l’activation des macrophages (Tiffany and Burch, 1989), elle augmente le seuil de sensibilité des fibres nociceptives (Julia et al., 1995) et perturbe la motricité intestinale (Murrell and Deller, 1967).   
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 h) Les granzymes Les granzymes sont les protéases à sérine permettant l’induction d’apoptose des cellules infectées (via la voie des caspases) par certaines cellules immunitaires, notamment les lymphocytes T cytotoxiques, et intra-épithéliaux, ainsi que les cellules NK. Elles sont synthétisées sous forme de zymogènes puis stockées dans les granules cytolytiques de la 
cellule. L’activation des granzymes a lieu dans les lysosomes par la cathepsine C. Les 
granzymes B possèdent l’activité pro-apoptotique la plus importante. Elle va activer la voie des caspases via le clivage directe des pro-caspases et inactiver un inhibiteur de la voie des caspases ICAD (Inhibitor of caspase-activated DNase) (Trapani, 2001). La surexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 dans la mitochondrie est capable 
d’inhiber totalement les granzymes B, ce qui indique l’importance de la destruction mitochondriale dans la mort cellulaire induite par les granzymes B (Sutton et al., 1997). Le granzyme A a un rôle dans la régulation de la prolifération des lymphocytes B, facilitent leur migration via le clivage des protéines de la matrice extracellulaire et sont 
impliquées dans l’activation de certaines cytokines (Trapani, 2001). Dans les MICI, où le système immunitaire est suractivé, les granzymes des lymphocytes 
T participeraient à l’augmentation de la perméabilité épithéliale grâce à la lyse de 
cellules de l’épithélium (Souza et al., 2005).   i) Les Matriptases Les protéases à sérine sont pour la plupart sécrétées. Cependant, les protéases à sérine ancrées aux membranes sont des protéases transmembranaires présentes à la surface cellulaire (Buzza et al., 2010). Les 2 membres principaux de a famille des TTSP (type II transmembrane serine protease) sont la matriptase-1 et la matriptase-2. La matriptase-1 possède un court domaine cytosolique, un domaine transmembranaire et un domaine catalytique qui est relié au reste de la molécule par un pont disulfure (Yuan et al., 2011). Elle est exprimée dans les cellules épithéliales du tractus gastro-intestinal et joue un rôle dans le maintien de la barrière épithéliale. Les souris déficientes pour la matriptase-1 
présente un défaut de perméabilité intestinale. L’expression de la matryptase-1 augmente durant la mise en place de la barrière épithéliale. Elle est localisée dans les 
jonctions intercellulaires en association avec l’E-cadhérine. Elle régule l’expression de la 
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claudine2 grâce à l’activation de la voie de signalisation PKC (Buzza et al., 2010). La matriptase-2 est, quant à elle, impliquée dans l’homéostasie du fer. Cette protéase est 
produite par le foie et régule de manière négative la production d’hepcidine via son 
clivage. L’hepcidine est un peptide sécrété par le foie qui joue un rôle central dans 
l’ajustement de l’absorption du fer (Nicolas et al., 2001). L’hepcidine régule de manière 
négative l’export cellulaire du fer en augmentant la dégradation de la ferroportine. La feropportine est le seul exportateur de fer connu présent à la surface des entérocytes, 
des macrophages et des hépatocytes. Il permet de contrôler l’absorption et la sécrétion de fer.  (Wang et al., 2014). L’expression de la matriptase-2 peut être régulée par le 
niveau de fer dans l’organisme (Meynard et al., 2011).   j) Expression des protéases à sérine Les différentes protéases à sérine décrites ci-dessus, le type cellulaire et les conditions dans lesquelles elles sont exprimées sont résumés dans le tableau ci-dessous.  
Protéases à 
sérine Types cellulaires où elles sont exprimées Conditions d'expression 
Elastase 
Cellules immunitaires (neutrophiles, 
mastocytes, monocytes, éosinophiles) Inflammatoire 
 Cellules épithéliales (peau, intestin) Physiologique Surexprimées en condition pathologique  
Proteinase-3 Neutrophiles, monocytes Inflammatoire 
Tryptase Mastocytes, basophiles Inflammatoire 
Chymase Mastocytes, basophiles Inflammatoire 
Trypsines 
Pancréas Physiologique 
Cellules épithéliales (peau, intestin, poumon) 
Physiologique 
Surexprimées en condition pathologique 
 (MICI et SCI) 
Cellules endothéliales Physiologique 
Cellules neuronales Physiologique 
Kallikreines 
Pancréas Physiologique 
Cellules épithéliales de la peau et de l’intestin Physiologique Surexprimées en condition pathologique  
Granzymes Lymphocytes  Inflammatoire 
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Cathepsines 
A: lysosomes Physiologique 
G: Neutrophiles, mastocytes Inflammatoire 
Matriptase-1 Cellules épithéliales du tractus gastro-intestinal Physiologique  Table 4 : Localisation et conditions d’expression des protéases à sérine   k) Les protéases microbiennes Les cellules de l’hôte ne sont pas les seules cellules productrices de protéases lors de pathologies intestinales. Le microbiote, dont le rôle est prépondérant dans des pathologies comme les MICI ou le SCI, peut aussi sécréter des protéases et participer à la dérégulation protéolytique. Des protéases à sérine produites chez un individu sains 
n’auront que peu d’effet alors que chez une personne prédisposée à développer une pathologie intestinale (terrain génétique propice, immunité altérée, dysbiose), celle-ci 
pourront augmenter l’incidence de la maladie. Le microbiote intestinal, en symbiose 
avec l’organisme, peut s’avérer délétère dans un environnement luminal inapproprié (Annaházi et al., 2009; Darfeuille-Michaud et al., 2004). 
L’enteroagrégative E.coli (EAEC) produit une protéase Pic (Protease Involved in colonisation) qui est impliquée dans les premiers stades de l’infection, promeut la colonisation intestinale et est nécessaire aux premières étapes de formation du biofilm des EAEC (Henderson et al., 1999). La bactérie E.coli adhérente et invasive (AIEC) LF82 est retrouvée au niveau des lésions chroniques iléales des patients atteints de MC (Darfeuille-Michaud A et al., 2004). Cette bactérie produit une protéase, Vat-AIEC qui 
contribue à la pénétration des bactéries dans la barrière de mucus ainsi qu’à leur adhésion aux CEI (Gibold et al., 2016). 
Dans un modèle de souris déficientes pour l’IL10, Enterococcus faecalis peut induire une inflammation. Elle sécrète une protéase (la gélatinase) capable de dégrader le collagène, le fibrinogène et la fibrine (Mäkinen et al., 1989). Elle participe ainsi aux dommages de la 
barrière épithéliale et à l’inflammation. Or les patients atteints de MC possèdent une grande diversité de bactéries gélatinolytiques comparées à des individus contrôles (Pruteanu et al., 2011). Elles pourraient donc participer à l’inflammation épithéliale des patients. De plus, les surnageants issus de fèces de patients atteints de SCI-D induisent une forte augmentation de la perméabilité intestinale chez la souris et une hypersensibilité viscérale dépendante des protéases (Gecse et al., 2008). 
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Pseudomonas aeruginosa produit de nombreuses enzymes extracellulaires qui 
participent à sa pathogénicité. L’une d’elles est une élastase, codée par le gène lasB. C’est 
un facteur de virulence qui contribue au développement de l’infection dans des modèles murins (Cicmanec and Holder, 1979). Cette protéase est capable de dégrader de nombreuses molécules comme les immunoglobulines, le collagène et les fibrines. Elle est aussi capable d’inactiver des cytokines comme le TNFα ou l’IFNγ (Rust et al., 1996).   2- Les inhibiteurs endogènes  Les protéases sont finement régulées par des inhibiteurs endogènes. Ces inhibiteurs sont classées en 48 familles grâce à la classification de MEROPS , basée sur des identités de séquence protéiques (Rawlings, 2010).  a) Les serpines  Les serpines (Serine Protease Inhibitor) constituent la famille d’inhibiteurs de protéases la plus répandue. Elles sont présentes chez les animaux, les plantes, les bactéries, les archés et chez les poxvirus.  Elles font partie de la famille I4 d’après la classification de MEROPS et elles sont subdivisées en 16 clades (de A à P) (Rawlings, 2010). Leur taille est importante, entre 300 et 500 acides animés. Leur mécanisme est de type « suicide » ou « utilisation unique ». Les serpines possèdent une boucle réactive très mobile. 
Lorsqu’elles se positionnent dans le site actif, cette boucle est clivée comme un substrat 
ce qui entraine un changement conformationnel de l’inhibiteur, plus stable, qui 
encombre le site actif de l’enzyme et empêche tous autres clivages. L’action de 
l’inhibiteur est irréversible (Huntington et al., 2000). Les 2 principaux clades sont le clade A regroupant des serpines extracellulaires et le clade B, regroupant des inhibiteurs intracellulaires.  
Le clade A se compose des inhibiteurs de trypsine (SERPINA1), d’inhibiteurs impliqués dans l’inhibition de l’élastase du neutrophile, et d’inhibiteurs de chymotrypsine (SERPINA3) qui peuvent aussi bloquer la cathepsine G. Le clade B contient des serpines 
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qui préviennent les actions pro-apoptotiques des protéases (SERPINB6 et SERPINB9) (Law et al., 2006) (Figure 30).  
 Figure 30 : Descriptions et fonctions associées aux principales serpines humaines (Law et al., 2006).  Dans les pathologies intestinales leur implication est controversées : des études montrent que les patients atteints de MICI ont une expression diminuée de SERPINA1 (Elzouki et al., 1999; Yang et al., 2000), alors qu’une autre étude ne trouve pas de corrélation avec la RCH (Becker et al., 1999). 
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 b) Les inhibiteurs de type Kazal  
Ces inhibiteurs sont classés dans la famille I1, d’après la classification MEROPS (Rawling ND et al., 2010). Ils comprennent environ 30 membres dont SPINK1 (Serine Protease Inhibitor Kazal Type-1) et le PSTI (Pancreatic Secretory Trypsin Inhibitor) (Kazal et al., 1948). Ce sont des inhibiteurs réversibles des protéases à sérine et plus 
particulièrement des trypsines. Ils ont un mode d’action de type compétitif, l’inhibiteur 
se positionne à la place du substrat dans le site actif de l’enzyme. Ces inhibiteurs sont libérés dans les sucs pancréatiques par les cellules du pancréas, en même temps que les trypsines pancréatiques afin de réguler leur activité. In vitro, ils permettent l’activation 
du EGFR et augmente la régénération de l’épithélium intestinal lors de lésions (Marchbank et al., 2007). SPINK1 est impliqué dans la progression du cancer colorectal via la stimulation de la prolifération des cellules tumorales dans un modèle murin (Ida et al., 2015).  c) Les chélonianines  
Cette famille d’inhibiteur se caractérise par la présence de séquences substrats de la transglutaminase présent sur les domaines cémentoïnes et d’un domaine WAP (Whey 
Acid Protein). Ce sont des inhibiteurs réversibles. Chez l’homme, 2 membres composent cette famille : le SLPI (qui sera décrit très brièvement) et L’Elafine (sujet de notre étude).  - Le SLPI Le SLPI (Secretory Leukocyte Protease Inhibitor) présente 2 motifs WAP, des séquences substrat de la transglutaminase mais pas de domaine cémentoïne. 
C’est un inhibiteur réversible de l’élastase du neutrophile, de la cathepsine G, de 
l’élastase pancréatique, de la trypsine, de la chimotrypsine et de la chymase (Bonnart et al., 2010; Sallenave, 2010a).  - L’ELAFINE 
L’Elafine est classée dans le clan IP d’après le classement MEROPS (Rawling ND et al., 
2010). C’est un inhibiteur réversible.  
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 - Structure 
L’Elafine ou Trappin-2 (Transglutamisase substrate and wap domain containing protein) est codée par le gène PI3 composé de 3 exons et 2 introns présents sur le 
chromosome 20. C’est une petite protéine de 117 acides animés soit d’environ 10 kDa. Elle ne présente pas de modification post-traductionnelle et possède un peptide signal permettant son export vers le milieu extracellulaire.  Son extrémité N-terminale présente un domaine cémentoïne, chargé positivement, qui contient 4 séquences substrats de la transglutaminase et permet sa liaison aux protéines de la matrice extracellulaire (Guyot et al., 2005). Cette charge positive lui confère des propriétés antimicrobiennes contre des bactéries Gram positive (Staphylococcus aureus (Simpson et al., 2008)) ou négative (Pseudomonas aeruginosa ((Guyot et al., 2010)). Ces propriétés antimicrobiennes dépendent de son domaine cémentoine et non de son domaine inhibiteur de protéases (Baranger et al., 2008).  En effet, en milieu aqueux, le 
domaine cémentoïne prend une conformation en hélice α qui lui confère la capacité de faire des pores dans les membranes bactériennes (Bellemare et al., 2010) (Figure 31). Le domaine C-terminal possède 8 cystéines qui forment 4 ponts disulfures permettant la 
formation d’une boucle rigide : c’est le domaine WAP (Whey Acidic Protein). Cette partie 
de L’Elafine porte l’activité inhibitrice de protéases (Tsunemi et al., 1996) (Figure 33).  
L’Elafine est un inhibiteur d’élastases (élastase du neutrophile, protéinase-3 et élastase 
pancréatique). Elle ne possède pas d’orthologue chez la souris et le rat. Elle peut être clivée par une tryptase en 2 petites molécules de 6kDa (Guyot et al., 2005).  
 Figure 31 : Représentation de la Trappin-2 (Verrier et al., 2012) La trappin-2 est capable de lier des composants matriciels extracellulaires via son domaine cémentoïne (ici en rouge) et en même temps, le domaine WAP/Elafine (en bleu) permet 
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l’inhibition de protéases spécifiques. Ces 2 domaines peuvent être clivés par une tryptase (la flèche indiquant le site de clivage). Huit résidus cystéines sont impliqués dans la formation de 4 liaisons disulfures (représentées dans les carrés orange).  - Fonctions 
L’Elafine est exprimée par de nombreux tissus et plus particulièrement dans les épithéliums (digestif, pulmonaire, peau) et aussi par les macrophages (Pfundt et al., 1996) (Tremblay et al., 1996). Son expression est canonique dans l’épithélium intestinal (Smith et al., 2013), mais peut être augmentée en réponse à des signaux inflammatoires. 
En effet, L’Elafine est une alarmine, son expression est induite par l’IL1β et le TNFα, probablement pour éviter les dommages tissulaires induits par les protéases inflammatoires (Williams et al., 1991). 
L’Elafine a d’importantes propriétés anti-inflammatoires (figure 32) : comme nous 
l’avons vu précédemment, elle possède des propriétés microbicides et fongicides (Baranger et al., 2008). Des études sur le poumon montrent que lors d’une infection à P. 
aeruginosa, elle agirait comme une opsonine et augmenterait la clairance de ces bactéries par les macrophages (Wilkinson et al., 2009). D’autres études controversées 
démontrent qu’elle augmenterait l’afflux de neutrophiles lors d’un challenge pulmonaire au LPS (Simpson et al., 2008) ou au contraire  aurait des propriétés anti-inflammatoires, en diminuant l’infiltration des neutrophiles ainsi que les chimiokines pro-inflammatoires KC et MCP-1 dans des modèles murins d’amphisème pulmonaire (Vachon et al., 2002). Elle augmente le nombre et l’activation des cellules dendritiques dans le poumon, ces cellules polariseraient préférentiellement les lymphocytes T vers un profil Th1 (McMichael et al., 2005). 
L’Elafine a aussi des propriétés antivirales, contre le virus de l’herpès génital (Drannik et al., 2012), et inhibe la réplication du virus VIH dans ces cellules cibles (Jasinghe et al., 2013). De plus L’Elafine aurait un effet direct sur NFkB : sur des monocytes pré-incubés 
avec du LPS, un traitement à L’Elafine augmenterait l’ubiquitination de IkB ce qui diminuerait la disponibilité de NFkB pour répondre aux signaux pro-inflammatoires (Butler et al., 2006). Lors de l’infection par le VIH, L’Elafine diminue la sécrétion de CXCL8 en inhibant la translocation de NFkB (Drannick et al., 2012).  
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 Figure 32 : Effets pléiotropiques de L’Elafine (Verrier T et al., 2012) 
Les médiateurs inflammatoires tels que l’élastase du neutrophile, l’IL1β, le TNFα sont capables 
d’induire l’expression de L’Elafine dans les cellules épithéliales. Une fois sécrétées, L’Elafine présente de nombreuses cibles. Par exemple, L’Elafine inhibe la réplication du VSV, empêche la fixation du VIH aux cellules épithéliales et est aussi capable de tuer des pathogènes respiratoires comme S. aureus ou P. aeruginosa directement en agissant sur les membranes bactériennes ou indirectement en favorisant leur opsonisation. L’Elafine peut également moduler la réponse immunitaire en améliorant la destruction de bactéries phagocytées par les macrophages. Elle influe également sur le recrutement des neutrophiles, elle favorise l’activation des cellules dendritiques.  
L’Elafine est aussi importante pour la physiologie de l’intestin. En effet, la surexpression 
d’Elafine chez la souris protège de la colite (Motta et al., 2011). De plus, les patients 
atteints de MICI possèdent une expression fortement diminuée de L’Elafine au niveau de 
l’épithélium intestinal. Leur activité élastolytique étant augmentée, la balance entre 
l’élastase et son inhibiteur est perturbée. L’apport d’Elafine grâce à une bactérie de 
l’alimentation L.lactis permet de rétablir cet équilibre et protège les animaux de la colite 
(Motta JP et al., 2012). De plus, l’expression de L’Elafine est aussi diminuée dans une 
autre pathologie intestinale, la maladie de Cœliaque et l’apport d’Elafine par L.lactis chez des souris sensibilisées au gluten améliore leurs symptômes (Galipeau et al., 2014). 
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 Table 5 : Inhibiteur de protéases à sérine d’origine microbienne (modifié de 
(Sabotič and Kos, 2012))  Les activités protéolytiques excessives sont impliquées dans de nombreuses pathologies (MICI, SCI, cancer...), les bactéries exprimant des inhibiteurs de protéases ont donc été étudiées avec intérêt. Des petits inhibiteurs bactériens ont été décrits comme ayant un rôle protecteur dans des pathologies auto-immunes, neurodégénératives, des maladies cardiovasculaires, des dystrophies musculaires et le diabète. AM-36, un inhibiteur de cathepsines diminue 
l’activation du récepteur aux intégrines LFA-1 qui est impliqué dans l’adhésion des lymphocytes T, leur prolifération et leur migration (Jevnikar et al., 2008). Une 
surexpression de LFA1 due à l’activation de la cathepsine X est typique des pathologies 
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auto-immunes comme le psoriasis. De plus, AM-36 augmente la prolifération des cellules 
neuronales et prévient le processing d’un facteur neurogénique par la cathepsine X (Obermajer et al., 2009).   3- Implication des protéases à sérine dans l’inflammation et la douleur  
Les protéases grâce leurs effets pléiotropiques, sont capables d’agir sur de très 
nombreuses molécules. Par l’activation de leur récepteur les PAR ou encore par une action directe sur certaines protéines, elles jouent un rôle important dans la régulation 
de la perméabilité intestinale, de l’inflammation et de la douleur.  a) Les récepteurs activés par les protéases (PARs)   - Structure et classification Les récepteurs activés par les protéases (ou PARs) sont des récepteurs à 7 domaines transmembranaires couplés à une protéine G (RCPG). Ils possèdent 3 boucles intracellulaires et 3 extracellulaires reliées par des ponts disulfures (Hamm, 2001). Ce sont des récepteurs de classe A possédant une partie N-teminale extracellulaire disponible. Les protéases vont reconnaitre et cliver de manière irréversible cette partie N-terminale. Ce clivage va mettre en évidence le motif ligand de la partie N-terminale 
qui va pouvoir se lier au récepteur et induire l’activation de la protéine G.  Le récepteur PAR1 fut le premier à être découvert, clivé par la thrombine (Rasmussen et al., 1991). Il peut aussi être activé par les trypsines. Son site d’activation est LDPR41 ! S42FLLRN (où ! représente le site de clivage). Le screening d’une banque génomique murine a permis de mettre en évidence le récepteur PAR2 (Nystedt et al., 1995). Ce récepteur est clivé par les trypsines, tryptases, et les élastases (liste complète figure 33) au site SKGR34 ! S35LIGKV. Les souris déficientes pour le récepteur PAR1, répondant cependant à la thrombine, ont permis de mettre en évidence le récepteur PAR3, impliqué dans la coagulation des plaquettes (Connolly et al., 1996). Il est clivé par la thrombine au site LPIK38 ! T39FRGAP. 
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Enfin, le récepteur PAR4 fut identifié grâce à la recherche de séquences PARlike (Kahn et al., 1998). Il est clivé par la thrombine et les trypsines au site de clivage PAPR47 ! G48YPGQV. Ces récepteurs sont exprimés dans de nombreux tissus, et notamment dans le tractus digestif, où on les retrouve sur différents types cellulaires comme les cellules épithéliales, les cellules endothéliales, les fibroblastes, les macrophages ou encore les neurones (Vergnolle, 2005). Ils sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la motricité intestinale, la prolifération, les fonctions de barrière 
épithéliale et endothéliale, l’inflammation, la coagulation, et la douleur (Adams et al., 2011). Les récepteurs PAR1, PAR2 et PAR3 sont codés par les gènes F2R, FR2L1 et F2RL2 localisés sur le chromosome 5p13 tandis que PAR4, est codé par le gène F2LR3 localisé sur le chromosome 19p2 (Khan et al., 1998).  
Les protéases ne sont pas spécifiques d’un PAR particulier. Ainsi, la thrombine par 
exemple peut cliver l’ensemble des PARs (Mihara et al., 2016). 
Afin d’étudier l’activation de ces récepteurs, les pharmacologues ont développés des 
peptides synthétiques agonistes pouvant mimer l’activation des PARs. Ils sont composés de la séquence ligand du récepteur et permettent son activation mais avec une efficacité moins importante (Xu et al., 1998).  
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Figure 33 : Activation des PARs, peptides activateurs, localisation et phénotype des 
souris déficientes. (Ossovskaya and Bunnett, 2004) 
 - Le clivage des PARs Les PARs peuvent être activés de manière canonique (figure 34A), grâce au clivage de leur partie N-terminale extracellulaire par une protéase, révélant ainsi le ligand du récepteur qui va se fixer sur celui-ci. Cette activation du récepteur va induire des changements conformationnels, entrainant la mise en place d’une cascade de signalisation (Soh et al., 2010). L’initiation du clivage canonique peut être différente suivant les protéases. Par exemple, la thrombine se fixe à PAR1 et à PAR3, ce qui facilite 
le clivage du récepteur et l’accès à la séquence ligand (Vu et al., 1991). Contrairement à la thrombine, la trypsine active PAR2 sans liaison au récepteur (Nystedt et al., 1994). 
Une activation canonique de ces récepteurs induit l’activation de plusieurs voies de signalisation (Hollenberg et al., 2014). Certaines protéases peuvent cliver le récepteur à des sites distincts de ceux canoniques 
(sites d’activation non canoniques). Ce sont des agonistes biaisés. Dans certain cas, cela induit une signalisation alternative grâce à un nouveau ligand libéré par ce clivage particulier (figure 34B). Ce clivage peut aussi induire un changement conformationnel 
qui suffit à l’activation du récepteur (Figure 34C). Un agoniste biaisé va activer une seule voie de signalisation (Hollenberg et al., 2014).  
D’autres protéases enfin peuvent empêcher l’activation d’un PAR par une autre protéase en clivant le récepteur sans induire de signalisation. Le ligand ne peut plus se fixer au récepteur. C’est le désarmage du récepteur. Ces récepteurs tronqués empêchent la future activation du récepteur (Figure 34E).   
L’élastase du neutrophile est un agoniste biaisé de PAR1, son activation induit une activation de la voie des MAPK et ne parvient pas à mobiliser une signalisation calcique (Mihara et al., 2016). De la même façon, cette protéase ne clive pas PAR2 sur le site canonique et a été de fait longtemps considérée comme un agoniste désarmant (Dulon et al., 2003). Cependant, le clivage de PAR2 par l’élastase du neutrophile induit une 
phosphorylation et une activation de la voie ERK. De plus l’ajout sur le récepteur du peptide correspondant à la nouvelle extrémité N-terminale générée par le clivage 
élastolytique, ne provoque pas l’activation de cette voie, suggérant ainsi que l’élastase 
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active PAR2 par un mécanisme qui ne requiert pas la fixation du peptide clivé au récepteur (Ramachandran et al., 2011).   
 Figure 34 : Mécanisme de signalisation des PARs (Zhao et al., 2014) A : Mécanismes canoniques de la signalisation PAR. Les protéases telles que la trypsine et la thrombine clivent les PAR au niveau des sites de clivages canoniques, démasquant le domaine du ligand attaché, qui se lie aux boucles extracellulaires des récepteurs clivés. Les PARs qui sont activés par de tels mécanismes se couplent souvent à plusieurs voies de signalisation 
dépendante de la protéine G et de la β-arrestine. B : Mécanismes biaisés de signalisation PAR. 
Les protéases telles que l’élastase, MMP1 et APC clivent les PARs à des sites distincts du site de clivage canonique. Le clivage peut démarquer un nouveau ligand attaché qui pourrait interagir avec des domaines du récepteur clivé, entrainant l’activation de voies de signalisation uniques et biaisées. C : Les peptides agonistes sont des peptides synthétiques qui imitent les ligands révélés par les protéases qui proviennent des sites canoniques ou biaisés. Les peptides agonistes  peuvent activer les mêmes voies que les protéases, bien qu’ils puissent également déclencher des voies de signalisation différentes et générer un signal biaisé. D : Certaines protéases coupent les PARs sans révéler des ligands attachés, suggérant que la protéolyse seule peut activer le récepteur. E : Le désarmement protéolytique des PARs. Les protéases comme la cathepsine G 
clivent les PARs et éliminent ou détruisent les ligands attachés, désarmant ainsi l’activation protéolytique.  Le clivage du segment N-terminal va induire un changement conformationnel du récepteur permettant la transduction de signaux intracellulaires. 
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La signalisation des PARs est liée à l’activation des protéines G (Gαq, Gα12/13, Gαi, Gαs 
et Gβγ) et de la β-arrestine. Certaines protéases et agonistes peuvent activer plusieurs de ces voies. La durée et la magnitude de la signalisation sont contrôlées grâce à la 
phosphorylation du récepteur qui va interagir avec la β-arrestine. Cela permettra la désensibilisation du récepteur et son endocytose (Moore et al., 2007). 
L’activation des différentes protéines G met en jeu de nombreux acteurs moléculaires, 
induit la mobilisation de calcium intracellulaire, l’activation de voies de signalisation comme la voie des MAP kinases, de Rho et Rac, NFkB (Figure 35) (Steinhoff et al., 2005) .  
L’activation de PAR2 couplé à la protéine Gαq est impliquée dans l’hypersensibilité 
viscérale. A l’inverse PAR4 couplé à Gαi va inhiber cette sensibilité (Amadesi et al., 2004).  Dans notre étude ainsi que dans la littérature, l’activation des PARs peut être visualisée par le suivi de la mobilisation de calcium dans la cellule. Toutefois, il est important de 
garder en mémoire que cela ne représente qu’une seule voie de signalisation des PARs et que plusieurs autres voies de signalisations existent, notamment celles des agonistes biaisés et ne sont pas appréhendées par la seule mesure de la mobilisation intracellulaire de calcium. 
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 Figure 35 : Les voies de signalisation cellulaire après l’activation du récepteur 
PAR1 (Steinhoff et al., 2005) Diagramme montrant les principales voies de signalisation médiées par les protéines G couplées à PAR1. Les lignes ou cercles ponctués représentent des voies de signalisation ou des intermédiaires qui ne sont pas totalement révélés pour être activés par PAR1, mais sont en 
faveur d’autres récepteurs couplés aux protéines G ou sont des molécules typiques associant les intermédiaires. Le dessin représente une composition d’évènements de signalisation de différents tissus, types de cellules et espèces.  
L’activation des PARs est impliquée dans de nombreux processus biologiques et notamment dans les pathologies intestinales.  b) Rôle dans la perméabilité épithéliale  Les protéases ont un rôle important dans la régulation de la perméabilité épithéliale. Elles peuvent agir de manière directe via le clivage des protéines de jonctions cellulaires ou des molécules de mucus, ou elles peuvent cliver les PARs. Les effets des protéases à sérine ainsi que de leur inhibiteur sur la perméabilité intestinale sont décrits dans le table 5.  
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Déplétion génétique de la matryptase 
augmente la perméabilité intestinale 
Monocouche de 
cellules épithéliales 
Inhibition de la matryptase (siRNA ou 
inhibiteur synthétique) augmente la 
perméabilité intestinale 
Granzyme M Protecteur Souris déficiente pour GrzM 
Augmentation de la perméabilité 
intestinale chez ces animaux 
    
Activation de PAR2 Effets Modèle Conséquences 
Trypsine, tryptase, 
chymase et agonistes 
synthétiques 
Nocif Rats et souris L'activation de PAR2 augmente la perméabilité intestinale 
Activation de PAR4 Effets Modèle Conséquences 
Cathepsine G Nocif 
Biopsies coliques de 
patients atteints de 
RCH et de patients 
contrôles 
Le surnageant fécal de patients atteints de 
RCH induit une augmentation de la 
perméabilité qui est abolit par un inhibiteur 
de la cathepsine G 






Augmentation de la perméabilité après 
l'activation de PAR1 




Sécrétion d'ELAFINE par L. lactis induit une 
diminution de la perméabilité  
Souris Apport d’ELAFINE (animaux transgéniques ou via L.lactis) protège de la colite 
Monocouche de 
cellules épithéliales 
Traitement avec de L’Elafine + TNF induit 
une augmentation de la perméabilité 
paracellulaire 
Inhibiteurs synthétiques Effets Modèle Mécanismes d'action 
Camostat mesolate Protecteur Modèle de MICI chez le rat 
un traitement des rats malade avec cet 
inhibiteur normalise leur perméabilité 
intestinale 
Nafamostate mesolate Protecteur 
Biopsies rectales de 
patients atteints de SCI 
et de patients 
contrôles 
Cet inhibiteur diminue l'augmentation de 
perméabilité due à l'activité trypsique 
Monocouche de 
cellules épithéliales 
Cet inhibiteur normalise l'augmentation de 
perméabilité induite par la tryptase 
SPI Protecteur Modèle de MICI chez la souris 
Cet inhibiteur normalise l'augmentation de 
perméabilité chez des souris malades 
    Table 6 : Les protéases à sérine affectent la barrière épithéliale (adapté de (Van Spaendonk et al., 2017))  
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- Clivages des jonctions cellulaires Lors d’une inflammation, les protéines de jonctions, ZO-1 et l’occludine sont clivées par 
la chymase dans l’intestin (Scudamore et al., 1998). Les protéases du neutrophile ne sont pas capables de cliver directement les jonctions cellulaires. Cependant, l’élastase du 
neutrophile clive l’E-cadhérine induisant une désorganisation de l’épithélium intestinales entrainant ainsi la transmigration des neutrophiles dans la lumière intestinale (Ginzberg et al., 2001).  - Modification de la barrière de mucus Le mucus forme une barrière protectrice sur l’épithélium intestinal. Comme nous l’avons précédemment présenté, sa diminution est impliquée dans des pathologies intestinales comme les MICI. Certaines protéases produites par des pathogènes intestinaux sont capables de cliver les protéines formant le mucus (MUC2). Par exemple, les bactéries pathogènes P.gingivalis , le nématode Tricuris muris ou encore le parasite Entamoeba 
histolytica peuvent dégrader le mucus grâce à leurs protéases (Hasnain et al., 2012; Lidell et al., 2006).  - Activation des PARs 
L’activation des PARs altère la fonction de barrière de différentes manières. PAR2 favorise la sécrétion de mucus de manière indirecte : l’activation du récepteur entraine 
la production de lipides dérivés de l’acide arachidonique (PGE2) qui lui-même est impliqué dans la sécrétion de mucus (Jarry et al., 2007). Une étude sur des cellules en 
culture T84 montre que l’activation de PAR2 au pôle basolatéral provoque une augmentation de la perméabilité transcellulaire (Jacob et al., 2005). De plus, à faibles doses, les agonistes de PAR2 augmentent la perméabilité paracellulaire sans signes inflammatoires en induisant une ouverture des jonctions serrées. A des 
doses plus importantes, l’activation de PAR2 provoque une colite et une augmentation de la perméabilité paracellulaire (Cenac et al., 2004). L’activation de PAR1 dérégule 
l’expression de ZO-1 et active la caspase-3 ce qui va induire l’apoptose des cellules épithéliales. La présence de neutrophiles au pôle basal des CEI va induire une 
augmentation de la perméabilité dépendante de l’élastase et de la protéinase-3 qui vont activer PAR1 et PAR2 (Chin et al., 2008).   
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c) Rôle dans l’inflammation  - Clivage des cytokines et chimiokines Les protéases à sérine sont impliquées dans des processus  de régulation des cytokines 
et chimiokines. Elles sont capables d’activer et de dégrader ces molécules via leur 
clivage. Par exemple, la cathepsine G clive CXCL5 afin de générer une forme d’avantage chimio-attractante de cette chimiokine native (Nufer et al., 1999). La PR-3 quant à elle, génère une forme tronquée de CXCL8, et clive la pro-forme de l’IL1β, de l’IL18 et du 
TNFα . Ces 2 protéases inactivent l’IL6 (Coeshott et al., 1999) (Bank et al., 1999). Les protéases du neutrophile peuvent aussi cliver des molécules du complément comme le facteur C3 ou C5 pour favoriser l’attraction de cellules immunitaires (Maison et al., 1999). Les Cathepsines sont capables de cliver des intégrines et ainsi inhiber les 
phénomènes de rolling, d’attachement et de diapédèse des leucocytes dans les vaisseaux sanguins (Lechner et al., 2006).  - Induction d’apoptose  Lors de la réponse immunitaire, les granzymes, des cellules cytotoxiques permettent la 
destruction des pathogènes via l’induction d’apoptose (Laforge et al., 2006). La 
thrombine peut induire l’apoptose des cellules épithéliales intestinales par l’activation du récepteur PAR1 ce qui active la voie des caspases (Chin et al., 2003a). Les protéases 
du neutrophile en condition inflammatoire peuvent activer les voies d’apoptose des 
cellules de l’épithélium intestinal et ainsi favoriser la perte de fonction barrière et la pénétration des antigènes de la lumière dans la muqueuse. Par exemple, l’EN peut modifier la membrane mitochondriale des cellules épithéliales provoquant leur apoptose (Ginzberg et al., 2004).  - Activation des PARs 
L’activation de PAR2 a des effets pro-inflammatoires. (Figure 37) Dans l’intestin, ce récepteur joue un rôle dans la colite, où il favorise le recrutement massif de granulocytes, et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (CXCL8, IL1β et TNFα) (Cenac et al., 2002). Le recrutement des leucocytes sur le site inflammatoire est aussi 
favorisé par l’activation de PAR2 qui permet une augmentation du rolling, de l’adhésion et de la translocation des cellules immunitaire à travers les vaisseaux sanguins (Hyun et 
142  
al., 2008; Vergnolle, 1999). L’injection d’agoniste de PAR2 dans la patte cause un œdème 
important ainsi qu’une augmentation de l’infiltration des cellules inflammatoires 
(Vergnolle  1999). L’activation de PAR2 sur les cellules inflammatoires est pro-inflammatoire (Figure 38).  
 Figure 36 : Activation de PAR2 dans les cellules immunitaires et ses différents 
effets (Shpacovitch et al., 2008) (A) PAR2 natif possède une séquence ligand sur sa partie N-terminale qui ne peut pas interagir avec la boucle du récepteur. (B) Une protéase à sérine (endogène ou exogène) peut cliver la partie N-terminale du récepteur et démasquer la séquence ligand. Cette séquence va agir sur la seconde boucle extracellulaire et induire une cascade de signalisation. Des peptides synthétiques et agonistes de PAR2 peuvent aussi activer le récepteur sans clivage protéolytique via leur 
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interaction avec la seconde boucle du récepteur. (C) L’activation de PAR2 dans les cellules immunitaires humaines induit des réponses variées.  Cependant dans un contexte de colite chronique, un traitement avec un agoniste de PAR2 peut avoir des effets anti-inflammatoires médiés par le CGRP (Calcitonin Gene Related Peptide)  (Fiorucci et al., 2001). 
Le traitement de souris avec l’agoniste de PAR1 entraine aussi une importante colite, 
caractérisée par la formation d’œdèmes et une infiltration de cellules immunitaires (Vergnolle, 2004).  Le récepteur PAR4 est impliqué dans le recrutement des granulocytes, dans 
l’augmentation de la perméabilité vasculaire et dans l’œdème (Houle et al., 2005). 
L’injection d’un agoniste de PAR4 dans la patte de souris induit une inflammation qui 
n’est pas dépendante de mécanismes neurogéniques mais implique les mastocytes (Hollenberg et al., 2004).   d) Rôle dans la douleur  Les PARs sont exprimés sur les neurones sensitifs. Leur activation provoque une excitabilité neuronale ou une désensibilisation associée ou non à la sensibilité viscérale. 
L’injection intra-plantaire de l’agoniste de PAR2 à des doses non inflammatoires chez le rat, entraine une hyperalgésie thermique et mécanique et une augmentation de 
l’activation des nocicepteurs de la moelle épinière (Fiorucci et al., 2001). De plus, 
l’injection de Trypsine-3 dans la patte de souris induit une hyperalgésie et une allodynie 
mécanique dépendante du récepteur PAR2 mais n’impliquant pas le récepteur PAR1 (Knecht et al., 2007). 
Le même type d’expérience basée sur l’injection dans la patte d’un agoniste de PAR1 
n’induit pas de réponse à un stimuli mécanique ou thermique mais augmente le seuil de sensibilité à la perception douloureuse (Asfaha et al., 2002). L’activation de PAR1 lors 
d’une injection intravertébrale inhibe la transmission de signaux nociceptifs (Fang et al., 2003). L’activation de PAR1 aurait donc des effets analgésiques. 
L’agoniste de PAR4 administré dans le côlon permet une diminution de la sensibilité des souris à la distension colorectale. De plus, sa co-administration avec l’agoniste de PAR2 
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inhibe l’hyperalgésie due à l’activation de PAR2 (Augé et al., 2009). PAR4 est donc capable de moduler la nociception viscérale. Les PARS ont donc différents effets sur la douleur, PAR2 a un rôle pro-nociceptif alors que PAR1 et PAR4 sont plutôt anti-nociceptifs (Figure 37).  
 Figure 37 : Rôle des PAR dans la nociception. (Vergnolle N et al., 2009)  Les neurones des plexus myentérique et sous-muqueux participent aux fonctions 
motrices et sécrétrices de l’intestin. Ils partagent le même environnement que les neurones sensitifs. Une étude montre que les neurones sensitifs sont fortement activés 
par des surnageants de biopsies de patients atteints de SCI souffrant d’une hypersensibilité viscérale. Cela suggère donc que les neurones entériques pourraient participer de manière indirecte à la douleur viscérale.  De nombreuses études montrent une augmentation de l’activité protéolytique dans les MICI et le SCI (Barbara et al., 2004; Cenac et al., 2007; Motta et al., 2012; Zhao et al., 2012). Cependant l’origine de ces protéases reste encore peu connue et décrite. 
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La cellule épithéliale de par ses multiples rôles dans l’homéostasie et dans les pathologies intestinales est au cœur des processus biologiques intestinaux. Sa capacité à 




HYPOTHESE GENERALE et 
OBJECTIFS DE LA THESE  
Les Maladies Inflammatoires Chroniques de l’Intestin et le Syndrome du Côlon 
Irritable sont des pathologies dont l’incidence augmente chaque année. Ces pathologies ont des composantes différentes : les MICI sont caractérisées par des inflammations chroniques de la muqueuse intestinale et se manifestent chez les patients par des phases de poussées et de rémission. La physiopathologie du SCI met en cause une perturbation de la motricité intestinale et une hypersensibilité viscérale avec, chez les patients 
atteints, d’importantes douleurs abdominales. Cependant ces 2 pathologies partagent des caractéristiques communes comme une augmentation de la perméabilité épithéliale, des douleurs abdominales, et des troubles gastro-intestinaux. Il n’existe actuellement aucun traitement pour soigner définitivement ces pathologies. Les thérapies sont uniquement symptomatiques. Elles visent à induire ou prolonger les phases de rémission. Il est donc nécessaire de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques afin de pouvoir développer des thérapies pour soulager les patients. 
En condition physiologique, les protéases sont exprimées dans l’ensemble de 
l’organisme par de nombreux types cellulaires (cellules immunitaires, épithéliales, neuronales, bactéries...). Elles ont des rôles très variés comme la digestion, la maturation des protéines ou encore des fonctions de signalisation. Leur sécrétion et leur activité sont finement contrôlées et des inhibiteurs endogènes permettent de réguler leurs activités protéolytiques. Il existe donc un équilibre entre les protéases et leurs 
inhibiteurs afin qu’elles puissent exercer leurs actions effectrices sans devenir délétère. 
Toutefois, en situation pathologique une dérégulation de l’homéostasie protéolytique est observée, associant des différences d’expression et d’activité pour les protéases et leurs inhibiteurs. Ainsi, les protéases et leurs inhibiteurs peuvent également être impliqués dans les processus inflammatoires et douloureux. Dans certaines pathologies intestinales comme les MICI et le SCI, l’activité protéolytique au sein de la muqueuse colique est augmentée. Les récepteurs activés par les protéases (PARs) sont fortement impliqués dans ces pathologies et participent aux symptômes des patients. Cependant, 
l’origine cellulaire de ces protéases, leur nature, leur régulation ainsi que leur rôle dans les pathologies sont mal connus. 
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L’hypothèse générale que nous avons émise dans ce travail de thèse est que la 
cellule épithéliale via la sécrétion de protéases et d’inhibiteurs de protéases est 
un acteur majeur de l’homéostasie protéolytique de la muqueuse intestinale. Une 
dérégulation de la production de protéases et d’inhibiteurs de protéases par la 
cellule épithéliale joue un rôle majeur dans l’inflammation et la douleur colique. Nous avons focalisé notre étude sur les activités trypsiques et élastolytiques. En effet, ces 2 activités protéolytiques sont fortement augmentées dans la muqueuse intestinale des patients atteints de MICI et de SCI. De plus, ces 2 types d’activités sont capables de cliver les PARs, connus pour être impliquées dans la physiopathologie de ces 2 maladies.  Notre premier objectif a été de déterminer quel type cellulaire est à l’origine de 
l’augmentation de l’activité trypsique dans le côlon de patients atteints de SCI ou de MICI, quel type de trypsine est impliqué et quel rôle physiopathologique cette enzyme peut jouer. 
Notre second objectif a été d’étudier dans un contexte de MICI la régulation de l’activité élastolytique par L’Elafine, un inhibiteur endogène d’élastase sécrété en grande majorité 
par la cellule épithéliale et ayant d’importantes propriétés anti-inflammatoires. Les mécanismes responsables de cette activité anti-inflammatoire de L’Elafine ont été 
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Objectives Proteases are key mediators of pain and
altered enteric neuronal signalling, although the types
and sources of these important intestinal mediators are
unknown. We hypothesised that intestinal epithelium is
a major source of trypsin-like activity in patients with IBS
and this activity signals to primary afferent and enteric
nerves and induces visceral hypersensitivity.
Design Trypsin-like activity was determined in tissues
from patients with IBS and in supernatants of Caco-2
cells stimulated or not. These supernatants were also
applied to cultures of primary afferents. mRNA isoforms
of trypsin (PRSS1, 2 and 3) were detected by reverse
transcription-PCR, and trypsin-3 protein expression was
studied by western blot analysis and
immunohistochemistry. Electrophysiological recordings
and Ca2+ imaging in response to trypsin-3 were
performed in mouse primary afferent and in human
submucosal neurons, respectively. Visceromotor response
to colorectal distension was recorded in mice
administered intracolonically with trypsin-3.
Results We showed that stimulated intestinal epithelial
cells released trypsin-like activity speciﬁcally from the
basolateral side. This activity was able to activate
sensory neurons. In colons of patients with IBS,
increased trypsin-like activity was associated with the
epithelium. We identiﬁed that trypsin-3 was the only
form of trypsin upregulated in stimulated intestinal
epithelial cells and in tissues from patients with IBS.
Trypsin-3 was able to signal to human submucosal
enteric neurons and mouse sensory neurons, and to
induce visceral hypersensitivity in vivo, all by a protease-
activated receptor-2-dependent mechanism.
Conclusions In IBS, the intestinal epithelium produces
and releases the active protease trypsin-3, which is able
to signal to enteric neurons and to induce visceral
hypersensitivity.
INTRODUCTION
IBS is the most common functional GI disorder.1
Patients with IBS suffer from abdominal pain,
cramping and altered bowel habit. While the patho-
physiology remains poorly understood, there is
growing evidence that neurons innervating the
intestine in patients with IBS are hyperexcitable,
including both enteric neurons and extrinsic
primary sensory afferents. Numerous studies
suggest that a number of mediators that are present
within tissues from patients with IBS underlie these
neuronal changes, and among them, proteases seem
to be particularly important.2 –4
Signiﬁcance of this study
What is already known on this subject?
▸ Colonic tissues from patient with IBS release
‘trypsin-like’ activity.
▸ Proteases in general and trypsins speciﬁcally
can signal to enteric neurons.
▸ Protease-activated receptor-2 activation can be
activated on mouse sensory neurons and
submucosal neurons.
▸ In vivo, protease-activated receptor-2 activation
causes visceral hypersensitivity.
What are the new ﬁndings?
▸ The origin and the nature of one of the main
proteases responsible for trypsin-like activity in
tissues from patients with IBS have been
unravelled: trypsin 3.
▸ Intestinal epithelial cells are the major source
of trypsin activity in colonic tissues from
patients with IBS.
▸ Among all the existing forms of trypsins,
trypsin-3 is the protease responsible for IBS
tissues-associated increased trypsin activity.
▸ Trypsin-3 increases intestinal epithelium
permeability. Trypsin-3 also signals to human
submucosal neurons, mouse sensory neurons
and causes visceral hypersensitivity, all through
a protease-activated receptor-2-dependent
mechanism.
▸ Trypsin-3 could be considered as the
endogenous agonist of protease-activated
receptor-2 in the context of IBS.
How might it impact on clinical practice in
the foreseeable future?
▸ Trypsin-3 could be used as a marker of
epithelial dysfunction in patients with IBS.
▸ Speciﬁc inhibitors for trypsin-3 could be
developed as new therapeutic options for the
treatment of IBS hypersensitivity symptoms.
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Studies reported that protease inhibitors completely inhibited
neuronal activation induced by IBS tissue supernatants.3 4
However, the origin and the nature of proteases that could be
responsible for neuronal hyperactivity in tissues from patients
with IBS are still unclear. Identiﬁcation of the origin and nature
of such proteases would be an important step for potential
therapeutic approach and drug development in the ﬁeld of IBS.
Here, we made the hypothesis that the intestinal epithelium
could be an important source of proteases that are inducing
neuronal signalling, and potentially hypersensitivity symptoms
associated with IBS. Therefore, we have investigated proteolytic
activity released by human cultured intestinal epithelial cells and
tested their effect on sensory neuron activation. In humans,
three serine protease (PRSS) genes encode trypsinogens: PRSS1
encodes trypsinogen-1 (cationic trypsin), PRSS2 encodes
trypsinogen-2 (anionic trypsin) and PRSS3 encodes
trypsinogen-3, where at least two isoforms with overlapping
mature peptide sequences, formerly designated as mesotrypsino-
gen and trypsinogen IV, have been functionally characterised.
The mature protein of PRSS3 gene uses the nomenclature of
trypsin-3 protein, common to all transcripts of this gene. Here,
we have determined that stimulated (by lipopolysaccharide
(LPS) or epinephrine) intestinal epithelium released speciﬁcally
on the basolateral side of trypsin-3, is able to signal to human
enteric neurons and sensory neurons through a protease-
activated receptor (PAR)-2 (PAR2)-dependent mechanism. In
addition, trypsin-3 was able to induce increased epithelial per-
meability in vitro and visceral hypersensitivity in vivo, when
delivered into the colon. Finally, in tissues from patients with
IBS, we determined that the vast majority of trypsin-like proteo-
lytic activity was associated with the epithelium, where trypsin-3
was upregulated compared with the levels of healthy controls.
Our data demonstrated in IBS that the intestinal epithelium pro-
duces and releases active proteases, that is, trypsin-3 is able to




Colon tissues were obtained from patients with IBS and healthy
controls at the Kingston General Hospital (Ontario, Canada)
(ethic approval 6004988, collected between 2013 and 2016),
Nantes (ethic approval DC-2008-402 collected between 2012
and 2016) and Toulouse (ethic approval DC-2015-2443 for the
COLIC project collected in 2015 and 2016) Hospitals (France)
(see online supplementary table S1). Patients with IBS were
deﬁned by the Rome III criteria. Descending colonic biopsies
collected during colonoscopy procedures were used for immu-
nohistochemistry and mRNA expression randomly. For immu-
nohistochemistry, fresh biopsies were coated in optimal cutting
temperature (OCT) compound (Dako) and stored at −80°C. For
mRNA expression, complementary DNA (cDNA) samples gen-
erated from RNA extracts were used. For submucosal neuron
imaging, samples of large bowel were harvested from non-
pathologic zones of resections from six patients undergoing col-
ectomy for colon cancer.
Mice
Male C57BL/6 mice (6–10 weeks, Charles River Laboratories,
Wilmington, Michigan, USA, or Janvier St Quentin-Fallavier,
France) and male PAR2-deﬁcient mice or wild-type littermates
were used.5 Mice had free access to food and water and were
subjected to 12 hours light/dark cycles. Animal protocols fol-
lowed the Canadian Council of Animal Care Guidelines and
were approved by Animal Care Committees at Queen’s
University (protocol 2016-1644), University of Calgary (proto-
col M08068-70) and Toulouse (protocol PI-U1220-NV19).
Rat models of visceral hypersensitivity
Adult Wistar rats (aged 8–9 weeks, Harlan Laboratory, Indianapolis,
Indiana, USA), males (240–300 g) and females (175–220 g)
exposed to limited bedding stress as neonates6 or naïve
Sprague-Dawley rats (aged 7–8 weeks, 250–275 g) with free access
to food and water and in 12 hours light/dark cycles were acclimated
for 1 week before starting experiments. Experiments followed
National Institutes of Health guidelines according to protocol
#09026-11 and #9906-020 approved by the Institutional Animal
Care and Use Committee of the Veteran Affairs Greater Los
Angeles Healthcare System under the auspice of the Ofﬁce of
Laboratory Animal Welfare—Assurance of Compliance (A3002-01).
Two methods were used to induce visceral hypersensitivity:
repeated water avoidance stress (WAS), (10 days, 1 hour/day)7
and the cortagine administration via intraperitoneal injection.8
Visceral sensitivity was assessed as previously described.7 8
Imaging
Section and live imaging were performed on Zeiss confocal
LSM710 and ApoTome.2 microscopes, respectively.
Culture of sensory neurons from dorsal root ganglia
Dorsal root ganglia (DRG) neurons were isolated from mice.3
Cells were washed and incubated with Hank’s Balanced Salt
Solution (HBSS)+Ca2+, Fluo-4-AM (Invitrogen) and 20%
pluronic F-127 (Invitrogen) during 30 min at 37°C followed by
30 min at room temperature before imaging.9 Supernatants
from apical or basal compartments of Caco-2 cells culture, sti-
mulated or not by LPS (Escherichia coli serotype K235,
ATCC13027), were pre-incubated with the serine protease
inhibitor FUT-175 (Futhan) (50 μg/mL) or the trypsin inhibitor
leupeptin (100 μM) (all from Calbiochem) for 15 min.
Additional recordings were made from DRG neurons after add-
ition of trypsin-3 (10 nM, R&D) or its vehicle (HBSS+0.025%
Brij35) in the presence or absence of speciﬁc PAR1 (SCH79797,
Tocris Bio-Techne, UK) or PAR4 (ML-354, Tocris Bio-Techne)
antagonists (all at 10 mM for 5 min). Neurons were identiﬁed
by addition of high K+ (50 mM) solution at the end of the
recording. Fluo-4 was excited at 475 nm, and ﬂuorescence emis-
sion was collected at 490/515 nm. Changes in [Ca2+]i are
reﬂected by Fluo-4 ﬂuorescence intensity.
Human submucosal neuron imaging
To isolate submucosal ganglia from descending colon, we used
previously described methods.10 11 The colon was placed in a
cold oxygenated sterile HBSS (Sigma), cut along the mesenteric
border and pinned ﬂat with the mucosa facing upwards.
Ice-cold HBSS was changed every 5 min. The submucosal
plexus was dissected from the mucosal and underlying circular
muscle, cut in small pieces (∼1.5×1.5 mm) and digested at 37°
C in an enzymatic solution (1 mg/mL; Sigma) and collagenase
(1.25 mg/mL; Sigma) for 45 min. The suspension was centri-
fuged, the ganglia were plated onto 96-well plates (Greiner),
topped-up with neurobasal medium (Invitrogen) supplemented
with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 1%
antibiotic-antimycotic solution (Sigma) and nerve growth factor
25 ng/mL, and kept in an incubator at 37°C continuously gassed
with 95% O2–5% CO2.11 Ganglia were cultured for 3 days
before performing Ca2+ imaging experiments.12 Tissues were
loaded with 10 mM Fluo-4 AM (Molecular Probes, Invitrogen)
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for 30 min at 37°C, then rinsed with HBSS and transferred on
the microscope stage. Recordings were made at room tempera-
ture to monitor Ca2+ ﬂux after addition of trypsin-3 (0.5–1–
10 nM) to the wells, in the presence or absence of speciﬁc PAR1
(SCH79797), PAR2 (GB83, Axon Medchem, The Netherlands)
or PAR4 (ML-354) antagonists (all at 10 mM for 15 min).
Neurons were identiﬁed by addition of high-K+ (75 mM) solu-
tion at the end of the recording. Fluo-4 was excited at 475 nm,
and ﬂuorescence emission was collected at 525/50 nm. Changes
in [Ca2+]i are reﬂected by Fluo-4 ﬂuorescence intensity.
PAR2 receptor internalisation in human submucosal neurons
Trypsin-3 (10 nM) was added to the submucosal tissue that was
isolated from colonic biopsies and cultured in neurobasal
medium supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 1%
antibiotic-antimycotic solution for 2 hours. The plexus was then
washed in phosphate buffer saline (PBS), ﬁxed in paraformalde-
hyde 4% and processed for immunostaining, using chicken anti-
neuroﬁlament 200 kDa (NF200, 1:500, ab134306-Abcam), to
identify neurons and nerve ﬁbres, and mouse anti-PAR2 antibody
(1:200, SAM-11-LifeSpan BioSciences, Seattle, USA).13 Primary
antibody incubation (overnight at 4°C) was followed by incuba-
tion with appropriate ﬂuorescently labelled secondary antibodies
(2 hours room temperature). The tissue was mounted on a micro-
scope slide in Citiﬂuor (Citiﬂuor, Leicester, UK). PAR2 involve-
ment speciﬁcity was investigated in the presence of the PAR2
antagonist GB83 (10 μM),14 added 30 min before trypsin-3.
Intestinal epithelial cell cultures
Caco-2 cells were grown to conﬂuence as monolayers in
Transwell plates (2×105 cells per well) (Corning).15 After
21 days in culture (transepithelial electrical resistance of 350 Ω
cm2),15 culture medium was replaced by OptiMEM (Life
Technologies) and cells were exposed for 24 hours to trypsin-3
(0.5–10 nM) on the basolateral side, in the presence or absence
of the (PAR2) antagonist (GB88). Paracellular permeability was
measured by the passage of dextran-Fluorescein IsoThioCyanate
(FITC) (3000 kDa, Sigma) from the apical to the basal medium,
as previously described.16
Trypsin activity
Basal media were concentrated 3 times using Vivaspin 500
(Dutcher). Trypsin activity was measured in basal and apical
medium with the substrate N-p-Tosyl-GPR-amino-
4-methylcoumarin hydrochloride (0.1 mM) in 50 mM Tris,
10 mM CaCl2. Substrate degradation was calculated by the
change in ﬂuorescence (excitation: 355 nm, emission: 460 nm),
measured over 30 min at 37°C on a microplate reader
NOVOstar (BMG Labtech). OCT-included biopsies of control
and patients with IBS were cryostat sectioned (8 μm thickness)
and washed with PBS, 2% Tween-20. All samples were incu-
bated overnight at 37°C with the substrate
N-p-Tosyl-GPR-amino-4-methylcoumarin hydrochloride (50 μg/
mL, Sigma) in 0.3% low melting agarose. Nuclei were stained with
Topro3 (Invitrogen). Images were analysed with ImageJ software.
Reverse transcription, conventional and quantitative PCR
Total RNA was extracted with the Nucleospin RNA/Protein Kit
(Macherey-Nagel, GmbH). DNAse-treated RNA was reverse
transcribed using the Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit
for reverse transcription-quantitative PCR (RT-qPCR) (Thermo
Scientiﬁc). Resulting cDNA samples were ampliﬁed by conven-
tional PCR with Taq DNA polymerase (Invitrogen, USA) and
sequence-speciﬁc primer pairs (see online supplementary
table S2).17 For qPCR, cDNA was ampliﬁed with the SYBR
Green Master I Kit (Roche) and sequence-speciﬁc primer pairs
(see online supplementary table S2) in a LightCycler 480
Instrument (Roche). The analysis of stability of three standard
housekeeping genes (HPRT1, GAPDH and TBP) by using
RefFinder ranked HPRT1 as the overall most stable housekeep-
ing gene in our experimental conditions. Thus, the relative level
of mRNA expression for target genes was calculated with the
method 2-DDCt17 by using hHPRT1 as reference gene. For con-
ventional PCR and qPCR, negative controls consisted of
samples from reverse transcription, where the enzyme was not
added to reactions. The identity of amplicons from PRSS1, 2
and 3 was conﬁrmed by automated DNA sequencing (Euroﬁns
MWG Operon, GmbH).
Western blot analysis
Proteins from Caco-2 cells were extracted with the Nucleospin
RNA/Protein Kit (Macherey-Nagel) as per manufacturer’s
instructions. Supernatant’s proteins were precipitated by tri-
chloroacetic acid/acetone, separated by sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (12%) and transferred onto a
nitrocellulose membrane (Life Science). Membranes were incu-
bated with antitrypsin-3 antibody (1/100, ab107430-Abcam)
overnight at 4°C and secondary antibody conjugated with HRP
(1/3000, w4018-Promega) and then visualised by chemilumines-
cence (Chemidoc XRS Bio-Rad).
Immunoﬂuorescence in cell cultures and biopsies
Cell cultures were ﬁxed using formaldehyde (4%) during
10 min followed by washes in 0.1 M glycine (2×10 min).
Immunostaining was performed with antitrypsin-3 (1/500
ab107430-Abcam), anti-occludin (1/100 711500 Life
Technologies), antizonula occludens (ZO)-1 (1/100, 617300
Invitrogen) and 670 phalloidin (PHDN1-cytoskeleton), to label
actin network. Human colonic biopsies were included in OCT
and tissue cryosections (5 mm thickness) were cut with cryostat
(Leica Microsystems, GmbH). Tissue slices were costained with
antibodies against trypsin-3 and the epithelial cell maker
EpCAM/CD326 (1/500 VU1D9-Cell Signalling). Cells and
tissue slices were then incubated with appropriate secondary
antibodies conjugated to AlexaFluor 488 or 555 (Molecular
Probes). Slides were mounted with Prolong Gold Antifading
Reagent with 4’,6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Molecular
Probes), to counterstain cell nuclei. The mean ﬂuorescence
intensity corresponding to trypsin-3-immunoreactivity in epithe-
lial cells, as delimited by EpCAM costaining, was quantiﬁed
with ImageJ software.16
Electrophysiological recordings from nociceptive DRG
neurons
Mouse DRG were dissected from T9 to L1 and were enzymati-
cally dissociated, plated onto coverslips and cultured overnight,
as described.4 Neurons were incubated with active trypsin-3
(10 nM) 20 min prior electrophysiological studies, the PAR2
antagonist GB83 (10 μM)14 was added 30 min before trypsin-3.
Whole-cell perforated patch current-clamp recordings were
made using amphotericin B (240 g/mL, Sigma) on small diameter
neurons (<40 pF capacitance). Changes in excitability were
quantiﬁed by measuring rheobase and numbers of action poten-
tials discharged at twice rheobase. Recordings were performed
using Multiclamp 700B, digitised by Digidata 1440A, were
stored and processed using pClamp 10.2 software (all by
Molecular Devices, Sunnyvale, California, USA). The recording
chamber was continuously perfused with external solution
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(∼2 mL/min) at room temperature (23°C). Standard solutions
used were (in mmol/L); pipette solution: K-gluconate 110, KCl
30, 4-(2-hydroethyl)-1-piperazineethane sulfonic acid (HEPES)
10, MgCl2 1 and CaCl2 2; pH adjusted to 7.25 with 1 M KOH;
external solution: NaCl 140, KCl 5 HEPES 10, glucose 10,
MgCl2 1 and CaCl2 2; pH adjusted to 7.3–7.4 with 3 M NaOH.
Colorectal distension
Recombinant human trypsinogen-IV was purchased and acti-
vated into trypsin-3 by enteropeptidase following commercial
recommendations. Then, mice were submitted to intracolonic
administration of trypsin-3 (10 U/mouse), followed by colorectal
distensions at 0, 1, 3, 6 and 9 hours time points, as previously
described.3 In another set of experiments, mice were intracoloni-
cally administered with increasing doses of trypsin-3 (0.1, 1 or
10 U/mouse), followed by colorectal distension 3 hours later. Mice
from the control group were administered intracolonically with
vehicle (10% v/v absolute ethanol and 10% v/v Tween-80).18
Similar experiments were repeated in PAR2-deﬁcient mice and
wild-type littermates.3
Statistical analysis
Data were expressed as mean±SEM, except for RT-qPCR, immu-
nostaining and in situ zymography quantiﬁcation of patient biop-
sies, where each dot represents one patient. Statistical analysis was
performed using parametric t-tests, two-way or one-way analysis
of variance and Bonferroni’s post-test (see ﬁgure legends).
GraphPad Prism V.5.0 software was used for analysis. Statistical
signiﬁcance was accepted at p<0.05.
RESULTS
Epithelial proteolytic activity signals to sensory neurons
Culture media from the apical compartment of Caco-2 cells sti-
mulated or not with LPS, induced very small amplitude Ca2+
response in a limited number of mouse sensory neurons
(ﬁgure 1A, B). Similarly, culture media from the basal compart-
ment of unstimulated Caco-2 cells had little effect on the Ca2+
signal in DRG neurons (ﬁgure 1A, B). However, culture media
from basal compartment of LPS-stimulated Caco-2 cells induced
a signiﬁcant increase in the number of responding neurons
(ﬁgure 1A), and in the amplitude of their response (ﬁgure 1B).
This increase was completely suppressed by pre-incubation with
the non-selective trypsin inhibitors (FUT or leupeptin)
(ﬁgure 1A, B), and the effect of the LPS-stimulated supernatant
was not observed using DRG neurons from PAR2−/− mice (ﬁgure
1C). These experiments demonstrated that LPS stimulation of
intestinal epithelial cells releases proteolytic activity speciﬁcally
on the basal compartment, and that this activity can signal to
sensory neurons, through the activation of PAR2.
Trypsin activity originates from intestinal epithelial cells in
human colons
Residual trypsin activity was released in culture supernatants of
intestinal epithelial Caco-2 cells, both in basal and apical com-
partments. This trypsin activity was signiﬁcantly increased in the
basal, but not the apical compartment after stimulation of
Caco-2 cells by LPS (ﬁgure 2A). Thus, epithelial trypsin activity
follows the same pattern as the epithelial proteolytic mediators
activating primary afferents described above.
Using in situ zymography, we next investigated where trypsin
activity was located in human colonic tissues. Very low trypsin
activity was detected in colonic tissues from healthy controls
(ﬁgure 2B, left panel), while in patients with IBS, increased
activity was detected (ﬁgure 2B, middle panel), and this was
observed predominantly in the epithelium, with similar activity
at the base and the tip of the crypts (ﬁgure 2B, middle panel).
The epithelial trypsin activity was signiﬁcantly increased in
tissues from all IBS subgroups (IBS-C, IBS-D and IBS-M)
(ﬁgure 2B, right panel). Hypersensitivity was induced in rats by
submitting them to WAS. Colonic tissues from rats with demon-
strated hypersensitivity (not shown) were used for in situ zymo-
graphy. Trypsin activity was also increased in the colon
epithelium of hypersensitive rats compared with naïve controls
(ﬁgure 2C).
Trypsin-3 is the predominant form of epithelial trypsin and
is overexpressed in IBS
We then examined the forms of trypsin present in human intes-
tinal epithelium and/or tissues from patients with IBS. We found
that all three human trypsin genes: PRSS1, PRSS2 and PRSS3
forms were present in intestinal epithelial cells (ﬁgure 3A, B),
and in human colonic tissues (ﬁgure 3B). However, only PRSS3
mRNA (codes for the trypsin-3 protein) expression was upregu-
lated in epithelial cells after LPS exposure, or after addition of
epinephrine to the basolateral side (ﬁgure 3A). Cortisol expos-
ure of intestinal epithelial cells had no effect on PRSS1, 2 or 3
mRNA expression (see online supplementary ﬁgure S1). In
human colon, PRSS3 was the predominant form of trypsin
detected (ﬁgure 3B) and no difference was observed for PRSS1
and PRSS2 expression in IBS tissues versus healthy controls (see
online supplementary ﬁgure S2A, B). However, PRSS3 expres-
sion was signiﬁcantly upregulated in tissues from IBS-C
(constipation-predominant IBS), compared with healthy con-
trols, while changes in PRSS3 expression was not signiﬁcant in
IBS-D (diarrhoea-predominant IBS) or IBS-M (mixed-IBS), com-
pared with healthy controls (ﬁgure 3C). We further investigated
the splice variants of PRSS3 that would be expressed in colonic
tissues, and we determined that PRSS3 variant 1 was the major
transcript expressed in intestinal epithelial cells and in colonic
tissue samples (see online supplementary ﬁgure S2C). Tryptase
mRNA expression (amplicons from the TPSAB1, TPSB2 and
TPSD1, the three tryptase genes) was not detected in Caco-2
cells stimulated or not with LPS (see online supplementary
ﬁgure S2D).
We conﬁrmed the presence of the 33-kDa trypsin-3 protein in
intestinal epithelial cells and its LPS-induced upregulation in
those cells (ﬁgure 4A) as well as the epinephrine-induced
upregulation (data not shown). In Caco-2 cells, trypsin-3 was
associated with the plasma membrane colocalising with actin
(ﬁgure 4B). We conﬁrmed the secretion of trypsin-3 in culture
supernatants of Caco-2 cells, at low level in apical supernatants
(basal or LPS stimulated), but at signiﬁcantly higher level in the
basal compartment of Caco-2 cells after their stimulation with
LPS (ﬁgure 4C).
In human and rat tissues, epithelial trypsin-3 was just above
detection level in healthy controls but was signiﬁcantly upregu-
lated in tissues from patients with IBS (ﬁgure 4D) and from
hypersensitive rats (cortagine-treated) (ﬁgure 4E). All IBS sub-
groups (IBS-D, IBS-C and IBS-M) expressed signiﬁcantly larger
amounts of trypsin-3 compared with healthy controls
(ﬁgure 4D, lower panel). We also found that trypsin-3 epithelial
expression was polarised towards the basolateral membrane in
these tissues (ﬁgure 4F). This suggests that trypsin-3 would be
released from the basolateral membrane of intestinal epithelial
cells in vivo, as found in the in vitro studies. Taken together, we
conﬁrmed at a protein level that trypsin-3 matched the trypsin
activity detected in intestinal epithelial cells and tissues from
patients with IBS.
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Trypsin-3 increases epithelial permeability, signals to human
and mouse neurons and causes visceral hypersensitivity
The addition of trypsin-3 (1 and 10 nM) to the basal compart-
ment of Caco-2 monolayers caused an increased passage of
dextran-FITC (ﬁgure 5A). It also caused a decreased staining and
disorganisation of the epithelial tight junction protein ZO-1 and
occludin, compared with control (trypsin-3 vehicle) conditions
(ﬁgure 5B). Trypsin-3 increased excitability of mouse DRG
neurons compared with controls (ﬁgure 6A–C). The mean rheo-
base of neurons was decreased by 30% and the mean action
potential number at twice rheobase increased by 39% (n=23,
p<0.05), compared with control neurons. Trypsin-1 (10 nM)
and thrombin (50 nM) also increased neuronal excitability
(ﬁgure 6C) to a similar level to that seen with trypsin-3 (10 nM).
Trypsin-3 was able to induce Ca2+ transients in human sub-
mucosal neurons (ﬁgure 6D) in a dose-dependent manner
(ﬁgure 6E).
Trypsin-3 administered intracolonically, in a Tween-based
saline solution (in order to allow the passage of trypsin-3
through the intestinal barrier) caused visceral hyperalgesia in
response to colorectal distension, compared with baseline mea-
sures (ﬁgure 7A–C). This was evident by 1 hour and persisted
for 6 hours (ﬁgure 7A). No effect was seen with vehicle alone
and the trypsin-3 effect was dose-dependent (ﬁgure 7B).
Mechanisms of trypsin-3-induced enteric effects
The effects of trypsin-3 in mouse sensory neurons were blocked
by the PAR2 antagonist GB83, which also blocked the effect of
trypsin-1 but had no effect on thrombin, a PAR1/PAR4 agonist
(ﬁgure 6C). PAR1 or PAR4 antagonists had no signiﬁcant effect
on trypsin-3-induced rise in [Ca2+]i (see online supplementary
ﬁgure S3A). In human colonic submucosal neurons, the
trypsin-3-induced rise in [Ca2+]i was completely abolished by
pre-incubation with the PAR2 antagonist GB83 (ﬁgure 6E), but
Figure 1 Conditioned medium from
intestinal epithelial cells activates
dorsal root ganglia (DRG) sensory
neurons by the release of trypsin-like
serine protease. Effect of the serine
protease inhibitor FUT or the trypsin
inhibitor leupeptin on the percentage
of responsive neurons (A) and on the
Fluo-4 (ΔF/F0) measured Ca2+ levels (B)
stimulated by apical or basal
supernatants recovered from control or
lipopolysaccharide (LPS)-treated Caco-2
cell monolayers. (C) Percentage of
sensory neurons dissociated from DRGs
of wild-type (wt) or PAR2 knockout
(KO) mice responding to apical or
basal supernatants recovered from
control or LPS-treated Caco-2 cell
monolayers. Data are expressed as
mean±SEM and were compared using
a one-way analysis of variance
followed by Bonferroni’s post-test
(n=6, 2 wells per condition for this
experimentation) **p<0.01,
***p<0.001.
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was not modiﬁed by pre-incubation with PAR1 (SCH79797) or
PAR4 (ML-354) antagonists (see online supplementary
ﬁgure S3B). In PAR2-deﬁcient mice, trypsin-3-induced visceral
hypersensitivity was also signiﬁcantly inhibited at the 30 mm Hg
pressure (ﬁgure 7C). The whole area under the curve of
trypsin-3-induced visceromotor response as a function of
increasing pressures of distension was signiﬁcantly lower in
PAR2-deﬁcient mice compared with wild-type (p<0.05, not
shown), thereby conﬁrming the notion that the enteric effects of
trypsin-3, including in vivo visceral hypersensitivity, are
mediated by PAR2 activation.
We further investigated in human colonic submucosal
neurons, trypsin-3-induced potential changes in PAR2 expres-
sion, as a marker of PAR2 activation. In basal (unstimulated)
conditions, PAR2 staining was clustered seemingly at the plasma
membrane of submucosal neurons (ﬁgure 8, upper panel). After
trypsin-3 stimulation, PAR2 expression radically changed,
becoming either diffuse or in intracellular clusters (ﬁgure 8,
middle panel). This suggested that PAR2 had been activated by
trypsin-3 and had been internalised into submucosal neurons.
Exposure to the PAR2 antagonist GB83 inhibited
trypsin-3-induced changes in PAR2 staining (ﬁgure 8, bottom
panel).
DISCUSSION
Increased proteolytic activity, and in particular trypsin activity is
released by colonic tissues from patients with IBS. It is
considered to be involved in hyperexcitability of both extrinsic
and intrinsic enteric neurons, and in visceral hypersensitivity.2–4
However, the lack of knowledge on the origin and the nature of
the protease(s) responsible for this trypsin activity has hampered
further research on proteases as potential molecular targets for
the treatment of IBS. The current study provides the ﬁrst
description of the expression and function of an epithelial form
of trypsin: trypsin-3 and its potential importance in IBS.
Trypsin-3 is presented as a valuable target for new therapeutic
development, further highlighting the importance of epithelial
biology in IBS.
Trypsin proteolytic activity is increased both in tissues from
patients with IBS (ﬁgure 2B) and biopsy supernatants.3 Several
potential sources could account for this increase. First, the
microbiota could be a major source of trypsin activity, and
indeed, such activity has been found in the faeces of patients
with IBS.19 However, when the nature of the proteases present
in human faeces has been investigated, only host proteases were
identiﬁed.19 Second, pancreatic enzymes and in particular tryp-
sins could explain the luminal presence of trypsin activity. But
for both sources (microbiota or pancreas), it seems implausible
that luminal proteases could penetrate the mucus layer, cross the
epithelial barrier and reach the vicinity of enteric neurons,
remaining active to potentially induce hyperactivity in those
neurons. Therefore, we sought to investigate mucosal tissue
sources for trypsin activity in this study, by using in situ zymo-
graphy. We observed very low trypsin activity in colonic tissues
Figure 2 Intestinal epithelial cells released trypsin-like activity. (A) Trypsin-like activity measured in apical and basal supernatants recovered from
control or lipopolysaccharide (LPS)-treated Caco-2 cells. Assembled data from seven independent experiments with 4–6 wells per test. Representative
confocal photomicrographs of in situ zymography assays performed in colonic tissue slices from healthy controls and patients with IBS (scale bar:
50 μm), (B) from control (Ctrl) or water avoidance-induced hypersensitive rat (scale bar: 20 μm), (C) evidencing the level of trypsin-like activity.
Graph representation of mean ﬂuorescence intensity quantiﬁed from 6 to 12 patients per group. Data are expressed as mean±SEM and were
compared using Student’s t-test. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005.
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from healthy controls, but this activity was markedly increased
in tissues from patients with IBS, and was strongly associated
with intestinal epithelial cells (ﬁgure 2B). We therefore consid-
ered the intestinal epithelium as a potential important source of
trypsin activity. We demonstrated that LPS-stimulated intestinal
epithelial cells release trypsin activity, speciﬁcally on the basolat-
eral side, and that this activity was able to signal to sensory
neurons by a PAR2-dependent mechanism. The polarised secre-
tion of trypsin activity in LPS-treated intestinal epithelial cells
constitutes a major breakthrough in our comprehension of the
role of epithelial mediators in enteric neuron signalling. First, it
demonstrates that stressed intestinal epithelial cells (LPS-induced
or epinephrine-induced stress) can overexpress and release
active trypsin-like enzymes. Second, it demonstrates that this
release is oriented towards mucosa-submucosa, where enteric
neurons and primary afferent nerve terminals are found. Our
results further suggest that polarised expression of trypsin pro-
teins also occurs in vivo in patient’s tissues, as observed by the
presence of trypsin-3 protein on the basolateral side of epithelial
layers in tissues from patients with IBS (ﬁgure 4F).
When investigating the forms of trypsin that could be
expressed by intestinal epithelial cells, we demonstrated the
presence of transcripts from the three trypsin genes: PRSS1,
PRSS2 and PRSS3. However, only PRSS3 mRNA was upregu-
lated in LPS-stimulated or epinephrine-stimulated intestinal epi-
thelial cells (ﬁgure 3A), and in tissues from patients with IBS
(see online supplementary ﬁgure S2, and ﬁgure 3C).
Interestingly, PRSS3 mRNA was signiﬁcantly upregulated in
patients with IBS (in agreement with the results of a previous
study20), but in our study, this overexpression was signiﬁcant
only in the IBS-C subgroup (ﬁgure 3C), suggesting that only
this condition is associated with transcriptional regulation of
trypsin-3. The protein product of PRSS3, trypsin-3, matched the
same pattern of overexpression in intestinal epithelial cells and
in tissues from patients with IBS (ﬁgure 4), and is upregulated
in all IBS subgroups: IBS-C, IBS-D and IBS-M. Taken together,
our results clearly point to an increased presence of trypsin-3 in
tissues from patients with IBS. However, differential regulatory
mechanisms might be involved in patient subgroups with IBS,
with some (IBS-C) being submitted to transcriptional regulation
and others (IBS-D, IBS-M) being submitted to post-
transcriptional regulation. Furthermore, we showed here that of
the four different known alternative splice variants derived from
PRSS3 transcription (1–4), PRSS3 variant 1 was the major tran-
script expressed in colonic tissues or in intestinal epithelial cells
(see online supplementary ﬁgure S2C). Interestingly, we found
that the protein product of PRSS3, trypsin-3 was expressed all
along the colonic crypt (ﬁgure 4D), indicating that potentially
most epithelial cell types express the protein. Low constitutive
expression of trypsin-3 was detected in tissues from healthy
controls (ﬁgure 4D). However, it might not be active there since
very low trypsin-like activity was detected in tissues from
healthy controls (ﬁgure 2B).
Very little is known about the physiological or pathophysio-
logical functions of trypsin-3. Work by the group of E Radisky
reported that trypsin-3 targets multiple endogenous human
canonical inhibitors, therefore presenting trypsin-3 as a gate-
keeper in the protease web.21 22 We demonstrated that active
trypsin-3 was able to signal both to primary afferent nerves and
to submucosal enteric neurons. In both cases, our data show
that trypsin-3 signals to PAR2 in neurons. This ﬁnding is consist-
ent with previous studies reporting that PAR2 can be activated
by trypsin-3.23 Although our ﬁndings are in keeping with previ-
ous evidence that proteases in IBS tissues signal to neurons by
Figure 3 Gene expression of trypsinogens A. Relative gene expression of PRSS1 (cationic trypsin: trypsin-1 precursor), PRSS2 (anionic trypsin:
trypsin-2 precursor) and PRSS3 (trypsin-3 precursor) in control, lipopolysaccharide (LPS)-treated or epinephrine-treated Caco-2 cell monolayers. Data
are expressed as mean±SEM and were compared using one-way analysis of variance followed by Bonferroni’s post-test. *p<0.05, ***p<0.001. (B)
Analytical agarose-gel electrophoresis of RT-PCR products performed with RNA extracted from human colonic biopsies (healthy control), isolated
colonic crypts or Caco-2 cells. Amplicons were ampliﬁed with oligonucleotides speciﬁc for PRSS1, PRSS2, PRSS3 and HPRT1. (C) Relative mRNA
expression of PRSS3 within colonic biopsies from healthy control and different IBS subtypes: IBS-C (constipated), IBS-D (diarrhoea), IBS-M (mixed).
Data are expressed as mean±SEM and were compared using Student’s t-test. **p<0.01 vs control (Ctrl).
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Figure 4 Intestinal epithelial cells upregulate trypsin-3 secretion in inﬂammatory condition and in IBS. (A) Relative trypsin-3 quantiﬁcation by
western blot analysis from protein extract of control or lipopolysaccharide (LPS)-treated Caco-2 cells. (B) Confocal photomicrographs of control and
LPS-treated Caco-2 cell monolayer evidencing trypsin-3-immunoreactivity (green) and actin cytoskeleton (red), scale bar: 25 μm. (C) Relative trypsin-3
protein quantiﬁcation from apical and basal supernatants from control or LPS-stimulated Caco-2 cell monolayers. (D) Representative confocal
photomicrographs of colonic tissue slices from control (ctrl) and patients with IBS (scale bar: 20 μm). (E) Colonic tissues from control or
cortagine-induced hypersensitive rat (scale bar: 20 μm), showing trypsin-3-immunoreactivity (green) for D and E, epithelial cell labelling
(EpCAM-positive cells, red) and nuclei counterstain (cyan) for D. (D) Mean ﬂuorescence intensity for trypsin-3-immunoreactivity quantiﬁed speciﬁcally
in epithelial (EpCAM-positive) cells. (F) Confocal photomicrographs showing the transversal view of a colonic crypt labelled for trypsin-3 (green),
EpCAM (red) and nuclei (cyan), scale bar: 25 μm. The representative proﬁle at the bottom of the panel shows the polarisation of
trypsin-3-immunoreactivity towards the basolateral side of intestinal epithelial cells. Data are expressed as mean±SEM and were analysed by
Student’s t-test in A and D, and a one-way analysis of variance followed by a Bonferroni’s post-test in C.
Figure 5 Trypsin-3 increases cellular permeability in intestinal epithelial cells. (A) Dextran passage from apical to basal medium of Caco-2 cell
monolayers after trypsin-3 exposure (0.5, 1 and 10 nM) on the basolateral compartment. Assembled data from three independent experiments with
4 wells per test. (B) Representative confocal photomicrographs of Caco-2 cell monolayers after trypsin-3 exposure on the basolateral compartment
(0.5, 1 and 10 nM) showing immunodetection of cellular junction occludin (top) and zonula occludens (ZO)-1 (bottom) in green, scale bar: 50 μm.
Data are expressed as mean±SEM and were analysed by one-way analysis of variance followed by Bonferroni’s post-test, ***p<0.001.
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activating PAR2,3 4 24 speciﬁc evidence for the role of trypsin-3
in IBS supernatants cannot be directly tested as trypsin-3 inhibi-
tors are not yet available. However, we did show that PAR2 was
present on human submucosal neurons and was internalised fol-
lowing exposure to trypsin-3 (ﬁgure 8). This clearly suggests
that PAR2 can be activated in human submucosal neurons, and
that trypsin-3 is a potential endogenous agonist of PAR2 on this
cell type in humans. Previous reports have demonstrated that
PAR2-activating peptides induced low Ca2+ signals in human
submucosal neurons, leading the authors to conclude that PAR2
was minimally activated in human submucosal neurons.25
However, recent studies have highlighted the complex pharma-
cology of PARs and in particular the fact that these receptors
can be cleaved at multiple sites, triggering different intracellular
signalling pathways.13 14 26 Canonical PAR2 activation leading
to β-arrestin-dependent receptor internalisation has been well
documented.14 In the present study, we provide evidence that
such signalling occurs in human submucosal neurons in response
to trypsin-3 exposure. We also report that other PARs (PAR1
and PAR4) are not implicated in trypsin-3-induced signalling to
mouse sensory neurons or human submucosal neurons, at least
on the amplitude of the response of neurons to trypsin-3 (see
online supplementary ﬁgure S3). Interestingly, the data gener-
ated in PAR2-deﬁcient mice demonstrated the implication of
PAR2, but trypsin-3-induced visceral hypersensitivity was not
fully inhibited in PAR2-deﬁcient mice (ﬁgure 7C), suggesting
that other mechanisms than PAR2 are involved. One possible
explanation could be a PAR2-independent effect of trypsin-3 on
barrier function. This effect could either be direct: trypsin-3
inducing the cleavage of tight junction proteins, or indirect,
trypsin-3 degrading the endogenous protease inhibitors, which
maintain proteolytic homeostasis and barrier function. In-depth
analysis will be necessary to completely decipher trypsin-3
mechanisms of action on visceral hypersensitivity.
Our data also demonstrate increased expression of trypsin-3
in rats with cortagine-induced visceral hypersensitivity
Figure 6 Trypsin-3 evokes PAR2-dependent hyperexcitability of nociceptive dorsal root ganglia neurons and calcium signals in human submucosal
neurons. (A) Representative traces of current clamp recordings showing the rheobase and the action potential discharge at twice the rheobase in
control neurons (left panel), neurons incubated with trypsin-3 (10 nM) (middle panel) or neurons incubated with the PAR2 antagonist GB83 (10 μM)
before trypsin-3 (right panel). (B) Mean data of the rheobase and the action potential number at twice rheobase for the control, and trypsin-3 with
or without GB83 (10 μM). *p<0.05 and **p<0.01 compared versus control, ##p<0.01 compared versus trypsin-3. (C) Representative data showing
the effect of trypsin and thrombin on the rheobase and action potential discharge is similar in magnitude to that observed with trypsin-3, shown in
B. The PAR2 antagonist blocks the trypsin but not the thrombin effect on neuronal excitability. *p<0.05 compared with control, #p<0.05 compared
with trypsin-1. One-way analysis of variance with Bonferroni’s post-test. (D) Representative gray scale images of cultured human submucosal ganglia
loaded with Fluo-4 and Ca2+ responses of three neurons (colour-coded numbers in the gray images) to trypsin-3 (10 nM). Matched colours are
represented between cell numbering and traces. The identity of human neurons was conﬁrmed by application of high-K+ solution (75 mM). Scale
bar: 20 μm. (E) Average amplitude of trypsin-3 (0.5–10 nM)-induced [Ca2+]i rises in submucosal neurons in the presence or absence of the PAR2
antagonist GB83. Data are expressed as mean±SEM and were analysed by one-way analysis of variance followed by Bonferroni’s post-test (n=6
subjects per group), *p<0.05, **p<0.01, °°p<0.01.
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Figure 7 Colorectal administration of trypsin-3 induces visceral hypersensitivity. (A) Kinetic visceromotor response (VMR) to intracolonic
administration of trypsin-3 (10 U/mouse) 1, 3, 6 and 9 hours after its administration. (B) Visceromotor response to intracolonic administration of
trypsin-3 (0.1, 1 or 10 U/mouse) or vehicle, 3 hours after intracolonic administration in wild-type or PAR2−/− mice (C). Data are expressed as mean
±SEM and were analysed by two-way analysis of variance followed by Bonferroni’s post-test (n=10 per group). *p<0.05, **p<0.01 and
***p<0.001.
Figure 8 Trypsin-3 causes internalisation of PAR2 in human submucosal neurons. Representative images showing that the expression of PAR2 in
human submucosal neurons changes in the presence of trypsin-3 (10 nM). Upper panel shows the clustered staining of PAR2 (arrowheads, red) on
the plasma membrane of submucosal neurons (asterisks, NF200, green). Trypsin-3 (2 hours) caused internalisation of PAR2 (red) inside the neuron
(asterisk, NF200, green). PAR2 staining appeared diffuse or clustered (arrowheads) inside the neuron. Pre-incubation with GB83 (10 μM, 30 min
before trypsin-3) inhibited the internalisation of PAR2, which was expressed on the plasma membrane (arrowheads, red) of neurons (asterisks,
NF200, green). Right panels show merged images. Scale bars: 20 μm.
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(ﬁgure 4 E) and show that intracolonic administration of
trypsin-3 recapitulates visceral hypersensitivity (ﬁgure 7 ). In
these studies, we used a barrier breaker to allow trypsin-3 access
to the lamina propria, recreating the postulated in vivo condi-
tions, where trypsin-3 signals from the basolateral aspect of epi-
thelial cells. This hyperalgesic effect of trypsin-3 was observed
at concentrations as low as 1 U/mouse. This activity is compar-
able to that detected in supernatants of patients with IBS,3 and
in supernatants of LPS-treated intestinal epithelial cells.
Together, these data suggest that epithelial trypsin-3 basolateral
release could well be sufﬁcient to activate neurons, and partici-
pates to visceral hypersensitivity symptoms. Another possible
pathway for trypsin-3 to participate to visceral hypersensitivity
is by affecting barrier function. Indeed, our results demonstrated
that trypsin-3 basolateral exposure to intestinal epithelial cells
leads to an increased permeability and a decreased expression
and organisation or tight junction proteins (ﬁgure 5 ). At this
point, it is impossible to determine the relative contribution of
trypsin-3-induced increased permeability and its action on
neuron signalling in the genesis of hypersensitivity symptoms. It
might well be that both participate to generate visceral hyper-
sensitivity, which could highlight trypsin-3 as a relevant target
for the treatment of IBS.
In summary, these results point to colonocytes as a novel
source of proteases that activate nociceptive and enteric nerves in
patients with IBS and that participate to barrier dysfunction. We
reveal that epithelial protease regulation might have profound
implications in IBS, particularly when considering signalling from
the lumen. Conceptually, most models in IBS have focused on
capacity of the epithelium to release serotonin and on its role in
barrier function. Here, we demonstrate that proteolytic homeo-
stasis in intestinal epithelium is also a major signalling pathway in
IBS and that luminal stimuli may be one important trigger
leading to mucosal proteolytic changes. Thus, epithelial trypsin-3
may be a potential new target for IBS therapeutic intervention.
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Supplementary Table 1: A.# Characteris*cs+ and+ outcomes+ of+ pa*ents+ from+ which+ biopsies+ were+ collected.+ Values+ are+ number+ of+
pa*ents+with+characteris*c+unless+otherwise+indicated.+N,+number+;+F,+female+;+M,+male.+Abdominal+pain+intensity+was+scored+according+to:+
0:+ absent+1:+ no+ impact+on+daily+ life+2:+ reducing+ some+daily+ ac*vi*es+3:+ greatly+ reducing+daily+ ac*vi*es+4:+pa*ent+ conﬁned+ to+bed.+Pain+
frequency#was+ classiﬁed+as:# + 0:+ absent+1:+ rare+ (1day/week)+2:+occasional+ (2N3+days/week)+3:+ frequent+ (4N6+days/week)+4:+ very+ frequent+












Number'(F/M)' 27+(9/18)+ 30+(22/8)+ 23+(19/4)+ 19+(14/5)+














Supplementary Table 2: Sequences( of( oligonucleo.des( used( for( RT3PCR( experiments.! The! human! gene! symbols,! oligonucleo2de!
sequences,! amplicon! size! in! base! pairs! (bp),! individual! or! mul2ple! splice! variants! targeted! by! each! primer! pair! and! respec2ve! NCBI!
accession! numbers! are! indicated! for! each! gene:!PRSS1,! protease! serine! 1! (ca2onic! trypsin);!PRSS2,! protease! serine! 2! (anionic! trypsin);!




















PARTIE 1 : La trypsine-3 épithéliale : expression et fonction dans le SCI et les MICI   
Contexte scientifique :  
Les Maladies Inflammatoires Chroniques de l’Intestin (MICI) et le Syndrome du Côlon Irritable (SCI) sont des pathologies qui affectent de plus en plus de patients (Lovell and Ford, 2012; Molodecky et al., 2012). Ce sont des pathologies aux composantes différentes : cycles de poussées inflammatoires pour les MICI et de troubles fonctionnels pour le SCI, Toutefois, elles possèdent certaines composantes physiopathologiques en communs. Ces 2 pathologies présentes des troubles de la motricité intestinale (de Souza et al., 2016) (Enck et al., 2016), une augmentation de la perméabilité épithéliale (Hering et al., 2012; Piche, 2014), des douleurs abdominales (Bielefeldt et al., 2009)(Ludidi et al., 2014), une dysbiose (Dolan and Chang, 2017; 
Rajilić-Stojanović et al., 2015), une inflammation de la muqueuse épithéliale (de bas grade chez les patients atteints de SCI et massive et chronique pour les patients atteints de MICI) (Huibregtse et al., 2007; Macsharry et al., 2008). De plus, de nombreux médiateurs comme les cytokines (Bashashati et al., 2014b; Neurath, 2014), les lipides (Kiss et al., 2013; Miranda-Bautista et al., 2015) ou encore les protéases (Vergnolle 
2016) ont un rôle dans ces pathologies.  L’activité protéolytique au sein de la muqueuse 
intestinale des patients atteints de MICI et de SCI, notamment l’activité trypsique, est augmentée par rapport à celle de patients contrôles (Cenac et al., 2007).  Les principales protéases possédant une activité trypsin-like sont les trypsines et les tryptases. Les tryptases sont sécrétées en majorité par les mastocytes (Hagel et al., 2013). Les tryptases sont classées en 2 groupes: les tryptases liées aux membranes (γ) 
et les tryptase solubles (α, β et δ) (Pallaoro et al., 1999). La tryptase soluble β est impliquée dans les pathologies inflammatoires (Caughey, 2007). Il existe 3 formes de trypsine. Les trypsines cationiques et anioniques sont des protéases pancréatiques qui participent activement à la digestion. La trypsine-3 est une forme de trypsine dont les 
fonctions sont encore peu connues (Salamesh et al., 2013). L’expression de l’ARNm de 
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cette protéase est augmentée dans l’intestin des patients atteints de SCI (Kerckhoffs et al., 2008).  Cependant, la source de ces protéases trypsin-like, le type d’enzymes impliqués ainsi 
que leur mécanisme d’action permettant la modulation des symptômes des patients atteints de MICI et de SCI restaient indéterminés.  
L’objectif de ce premier travail de thèse a été de déterminer dans les surnageants de tissus de patients atteints de SCI ou de MICI, la source de cette activite   trypsique, la 
nature de la ou les protéases présentes et leur rôle potentiel dans l’augmentation de la 
perméabilité, dans l’activation neuronale ainsi que dans la douleur viscérale.     





L’activité trypsique épithéliale des patients atteints de MICI est augmentée et plus particulièrement la trypsine-3 chez les patients atteints de RCH 
 
Introduction 
Chez les patients atteints de SCI, l’activité trypsique sécrétée est nettement augmentée grâce à la production de trypsine-3 par la cellule épithéliale à son pôle basal. L’activité protéolytique de la trypsine-3 active les neurones sensitifs et sous-muqueux et pourrait ainsi participer aux symptômes de douleurs des patients atteints de SCI. Notre étude précédente montre également que la trypsine-3 sécrétée par la cellule épithéliale intestinale augmente la perméabilité de la barrière intestinale. Douleur et augmentation de perméabilité sont des symptômes associés non seulement au SCI, mais également aux MICI. L’implication de la trypsine-3 dans les voies physiopathologiques des MICI se pose donc. En effet, chez les patients atteints de MICI, l’activité trypsique produite par la muqueuse colique est significativement augmentée par rapport à celle de patients contrôles (Cenac N et al., 2007). In vitro, nous avons montré que des motifs bactériens (une stimulation avec du LPS) induisent la sur-expression de trypsine-3 par la cellule épithéliale. Chez les patients atteints de MICI, le microbiote est altéré, la barrière de mucus et la barrière épithéliale sont rompues favorisant le contact des antigènes bactériens avec la cellule épithéliale (de Souza and Fiocchi, 2016). Dans le contexte inflammatoire des MICI, nous 
nous sommes donc posés la question de l’origine de l’activité trypsique précédemment détectée (Cenac et al., 2007) et celle de la présence de trypsine-3.  
Matériels et méthode 
Patients Les tissus coliques humains ont été obtenus en collaboration avec le Centre Hospitalier de Toulouse Purpan. Ces biopsies ont été collectées lors de coloscopies. Elles proviennent de zones macroscopiquement inflammatoires pour les patients atteints de MICI. Des consentements écrits des patients ont été obtenus pour cette étude. Le 
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protocole de recherche a été approuvé par le comité d’éthique (NCT01990716). Les biopsies ont été cryoconservées en OCT à -186°C.  
Zymographie in situ de l’activité trypsique Le protocole est identique à celui présenté dans le manuscrit Rolland-Fourcade et al., Gut 2017.   
Immunomarquage de la trypsine-3 Le protocole est identique à celui présenté dans le manuscrit Rolland-Fourcade et al., Gut 2017.   
Résultats 
La mise en évidence de l’activité trypsique par zymographie in situ nous a permis 
d’observer une activité trypsique significativement augmentée au sein de la muqueuse chez les patients atteints de MC et de RCH.  Cette activité trypsique est principalement produite par la cellule épithéliale (Figure 1A).  Le marquage de la trypsine-3 sur des coupes de biopsies coliques de patients atteints de MC et de RCH révèle que la trypsine-3 est présente dans l’épithélium de ces patients et 
que son niveau d’expression est doublée chez les patients atteints de RCH par rapport aux patients atteints de MC et aux patients contrôles (Figure 1B). Sur le nombre 
d’échantillons dont nous disposions, l’analyse statistique n’a pas relevé de différence 
significative du niveau d’expression de la trypsine-3 entre les tissus de patients atteints de MC et les tissus contrôles (Figure 1B). 
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  Figure 1: Les cellules épithéliales intestinales coliques de patients atteints de MICI 
produisent de la Trypsine-3. Images représentatives de coupes histologiques de côlon de patients contrôles et de patients atteints de MICI. Activité trypsique détectée par zymographie in situ (A), et marquage en immunofluorescence de la Trypsine-3 (vert), des noyaux (bleu) et des cellules épithéliales (rouge) (B).  


































































































Figure 1: Les cellules épithéliales intestinales coliques de patients MICI produisent de la Tryspine-3Images représentatives de coupes histologiques de colon de patients contrôles et de patients MICI. Activité trypsine détectée par zymographie in situ (A), et marquage en immunofluorescence de la Trypsine-3 (vert), des noyaux (bleu) et des cellules épithéliales (rouge) (B).
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Discussion La muqueuse colique des patients atteints de MICI présente une activité trypsique augmentée par rapport à celle de patients contrôles. Cette activité provient 
essentiellement des cellules de l’épithélium intestinal. Chez ces mêmes patients, la 
cellule épithéliale produit aussi une forte quantité d’élastase épithéliale (Motta et al., 
2012). L’augmentation de l’activité élastolytique est similaire chez les patients atteints de MC et de RCH, ainsi que dans les zones inflammatoires et dans les zones non 
inflammatoires. Nos résultats montrent que l’activité trypsique est augmentée de la même manière chez les patients atteints de MC ou de RCH au niveau des zones inflammatoires. Cela pourrait suggérer un mécanisme d’induction de cette activité 
protéolytique (élastase et trypsine) similaire. L’étude de zones non inflammatoires 
issues du côlon de patients atteints de MC et de RCH nous permettrait d’étayer cette hypothèse. De plus, les résultats du marquage de la trypsine-3 montrent une augmentation de cette protéase uniquement chez les patients atteints de RCH en comparaison aux patients 
contrôles et à ceux atteints de MC. Ces données sont en accord avec d’autres résultats générés au laboratoire ayant analysé les protéases à sérine actives présentes dans 
l’exsudat de biopsies de patients atteints de MICI. Cette approche s’est effectuée grâce à 
l’utilisation d’ABP (Activity-Based Probe), un outil qui permet de d’isoler spécifiquement 
les protéases actives, puis une analyse en spectroscopie de masse permet d’identifier les protéases actives qui se sont liées aux ABPs. Ces expériences ont montré que la trypsine-3 sécrétée par les biopsies coliques de patients atteints de RCH est signifacativement augmentée par rapport aux patients contrôles et à ceux atteints de MC. 
L’activité trypsique épithéliale est similaire chez les patients atteints de MC et de RCH et dans les 2 cas significativement augmentée par rapport à des tissus contrôles. Dans la 
cas de la RCH, l’augmentation significative de la présence de trypsine-3 peut faire penser 
que c’est cette dernière qui est responsable de l’activité trypsique augmentée, mais dans le cas de la MC, la cellule épithéliale pourrait donc être capable de produire un autre type de protéases avec une activité « trypsin-like ». Le substrat que nous avons utilisé pour mesurer l’activité trypsique peut aussi être clivée par les tryptases et par la thrombine. Ces 2 protéases ne sont pas décrites comme étant produites et sécrétées par 
les cellules de l’épithélium intestinal. Les tryptases sont en majorité produites par les mastocytes. Le nombre de mastocytes est augmenté dans le côlon des patients atteints 
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de MC et de RCH (Vivinus-Nébot et al., 2014) et plus particulièrement chez les patients 
atteints de MC lors d’une phase active de la maladie (Andoh et al., 2006). Les tryptases 
sont capables de dégrader les jonctions adhérentes des cellules de l’épithélium favorisant ainsi une augmentation de la perméabilité épithéliale (Wilcz-Villega et al., 2013). L’activité trypsique révélée dans la muqueuse colique des patients atteints de MC pourrait donc être due à des mastocytes infiltrés dans la lamina propria, très proche des 
cellules de l’épithélium. Cette activité tryptase relarguée pourrait être dirigée contre les jonctions épithéliales et participer dans la maladie de Crohn, aux défauts de barrière de 
l’épithélium.  Cette augmentation de trypsine-3 spécifiquement dans l’épithélium de patients atteints de RCH pourrait être due à une différence de traitement entre ces 2 types de patients. Le traitement avec du 5-ASA (5-aminosalicylates) est prescrit à tous les patients atteints de RCH, car il est efficace pour induire et maintenir les phases de rémission ces patients (Bernstein, 2014). Ce traitement inhibe les voies du métabolisme de l’acide arachidonique, protège du stress oxydatif et inhibe le facteur de transcription NFkB. Les 
mécanismes inducteurs de l’expression de la trypsine-3 sont encore inconnus. Un des 
acteurs de la voie du métabolisme de l’acide arachidonique, du stress oxydatif ou encore 
de l’activation de NFkB pourrait avoir un rôle de frein sur l’expression de cette trypsine, ainsi sa diminution par le traitement au 5-ASA favoriserait l’expression de la trypsine-3. Ainsi, en collaboration avec les cliniciens, nous corrélerons les traitements reçus par les 
différents patients atteints de RCH et de MC avec nos données d’expression de trypsine-3.  
L’augmentation de l’activité trypsique pourrait avoir des rôles multiples sur son environnement et participer activement aux symptômes des patients atteints de MICI. La barrière épithéliale intestinale des patients atteints de MICI est rompue permettant un passage accru des composés luminaux dans la muqueuse intestinale (Lee, 2015). 
C’est un facteur clé de la physiopathologie des MICI. Cette augmentation de la 
perméabilité est due à de nombreux facteurs comme les cytokines (TNFα, IFNγ, IL1β) (Barksby et al., 2007; Bruewer et al., 2005; Schulzke et al., 2006) ou encore les protéases (Van Spaendonk et al., 2017). Les trypsines et notamment la trypsine-3, sont capables 
d’activer PAR2. Ce récepteur est responsable de l’ouverture des jonctions serrées (Cenac et al., 2004) induisant une forte augmentation de la perméabilité paracellulaire. Notre étude a montré que la trypsine-3 augmente la perméabilité épithéliale de manière PAR2 
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dépendante. De plus, certaines protéases comme les élastases ou les tryptases sont capables de cliver directement les protéines des jonctions ou encore les protéines de mucus (Wilcz-Villega et al., 2013). Ce rôle particulier n’a jamais été décrit pour les 
trypsines. Il serait intéressant d’étudier si la trypsine-3 pourrait avoir un rôle sur 
l’ouverture des jonctions cellulaires de manière indépendante de l’activation de PAR2. De plus, les patients atteints de MICI présentent une inflammation massive de la muqueuse intestinale avec une forte infiltration granulocytaire et lymphocytaire, ainsi 
qu’une augmentation des cytokines luminales. L’activation des récepteurs PAR1 et PAR2 
a d’importants effets pro-inflammatoires (Cader and Kaser, 2013; Wallace et al., 2014). PAR2 favorise le recrutement des cellules immunitaires, la sécrétion d’IL1β, de CXCL8 et 
de TNFα, favorise la diapédèse des leucocytes (Cenac et al., 2002; Hyun et al., 2008). Le récepteur PAR1 augmente la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IFNγ et TNFα) par les monocytes (Vergnolle et al., 2006). De plus, la littérature montre que la trypsine-3 active PAR1 (Wang et al., 2006).  
L’activité trypsique, via l’activation des récepteurs PAR1 et PAR2 pourrait permettre le 
maintien l’inflammation mucosale via l’augmentation de la perméabilité intestinale et 
l’activation du système immunitaire. Les patients atteints de MICI peuvent présenter des douleurs abdominales (40 à 50% des cas). Ces douleurs peuvent être causées directement par les cytokines pro-
inflammatoires relarguées lors de l’inflammation de la muqueuse intestinale qui peuvent sensibiliser les afférences primaires (Bielefeldt et al., 2002). Les protéases ont 
aussi un rôle important dans la douleur. L’activation du récepteur PAR2 entraine une hyperalgésie (Fiorucci et al., 2001). L’augmentation d’activité trypsique épithéliale détectée chez les patients atteints de MICI pourrait donc participer aux symptômes de douleur chez les patients. De plus, notre précédente étude montre que la Trypsine-3 
épithéliale est capable d’activer les neurones du plexus sous-muqueux et les neurones sensitifs murins suggérant un rôle de cette trypsine dans la douleur associée aux patients atteints de RCH. 
L’épithélium semble donc jouer un rôle prépondérant dans l’augmentation de l’activité protéolytique de la muqueuse colique des patients atteints de MICI et plus généralement dans les symptômes associés à cette pathologie.    
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Partie 2 :  
L’ELAFINE : molécule anti-inflammatoire au rôle pléiotropique  
Contexte scientifique :  
Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) sont des pathologies 
multifactorielles dont l’incidence est grandissante. Elles se caractérisent par une inflammation chronique du tractus intestinal impliquant de nombreux acteurs 
cellulaires comme le microbiote, les cellules de l’épithélium ou encore les cellules de 
l’immunité. Les cellules épithéliales produisent de nombreux médiateurs inflammatoires notamment des protéases. Les protéases participent aux symptômes des patients atteints de MICI. Elles peuvent activer les cellules immunitaires, augmenter la perméabilité épithéliale, et induire de la douleur. En condition physiologique, l’activité de ces protéases est hautement régulée. Cependant, dans certaines pathologies, comme 
les MICI, l’expression d’inhibiteur d’élastase comme L’Elafine peut être fortement 
diminuée. Notre laboratoire a montré que l’activité élastolytique épithéliale était dérégulée chez les patients atteints de MICI (Motta et al 2012).  Les traitements pour soulager les patients atteints de MICI sont uniquement symptomatiques. Ils sont couteux et de nombreux patients sont résistants à toutes 
formes de traitements. Il est donc nécessaire d’étudier de nouvelles molécules. L’Elafine, un inhibiteur d’élastase dont l’expression est diminuée chez les patients atteints de MICI, 
a d’importantes propriétés anti-inflammatoires. Elle possède des activités antibactériennes, antivirales, et antifongiques. Elle module les cellules de l’immunité 
(cellules dendritiques, neutrophiles, lymphocytes T). Notre laboratoire a montré qu’un 
apport exogène d’ELAFINE via une bactérie de l’alimentation, Lactococcus lactis, protège les animaux de la colite. Cependant les mécanismes sur lesquels reposent ces propriétés anti-inflammatoires ainsi que les domaines de la protéine impliqués sont encore inconnus. En effet, L’Elafine possède 2 domaines : un premier domaine cémentoïne chargé positivement lui conférant des propriétés antimicrobiennes et un second domaine Elafine responsable de l’activité inhibitrice de protéases. 
L’objectif de cette étude est de comprendre quels sont les domaines de L’Elafine impliqués dans ses propriétés anti-inflammatoires et plus généralement comment 
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L’Elafine protège de la colite. Plus largement, en posant la question du mécanisme 
d’action de L’Elafine, notre étude s’attache à confirmer ou infirmer le rôle de l’activité 
élastolytique dans les pathologies inflammatoires de l’intestin.  Les résultats relatifs à cette étude seront présentés sous la forme d’article de recherche ci-après. Cet article devrait être soumis (en langue anglaise) dans les prochains mois.    
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La fonction inhibitrice de protéase de L’Elafine est nécessaire à son rôle anti-inflammatoire dans la cellule épithéliale  
Introduction 
Les Maladies Inflammatoires Chroniques de l’Intestin (MICI) se caractérisent par une inflammation chronique du tractus gastro-intestinal. Les 2 principales formes de ces 
pathologies sont la maladie de Crohn où l’inflammation touche l’ensemble du tractus 
digestif de manière discontinue, et la rectocolite hémorragique où l’inflammation 
progresse de l’anus au caecum de façon continue. Les principaux symptômes sont des diarrhées, fièvre, douleurs abdominales, une importante fatigue et une perte d’appétit (Panaccione et al., 2005). Le traitement de ces pathologies représente un impact médical majeur car les thérapies proposées ne permettent pas une totale rémission. Ils ont un coût très important et de nombreux patients sont ou deviennent résistants (Yu et al., 2008). Il est donc nécessaire de développer de nouvelles approches afin de trouver de nouvelles molécules à visées thérapeutiques.  La physiopathologie des MICI est complexe et multifactorielle (Kaser et al., 2010). Les protéases à sérine sont considérées comme des acteurs majeurs des maladies inflammatoires chroniques. Leur hyperactivité conduit notamment à la sécrétion de cytokines et chimiokines inflammatoires (Vergnolle, 2009, 2016).  Plusieurs études ont mis en évidence une concentration de protéases à sérine augmentée dans les fèces ou dans la muqueuse des patients atteints de MICI (Bustos et al., 1998),(Motta et al., 2012)(Dabek et al., 2009). Notamment, une augmentation 
d’activité élastolytique a été montrée spécifiquement dans les cellules épithéliales 
intestinales coliques de ces patients. De plus, la quantité d’Elafine, un inhibiteur 
d’activité élastolytique est drastiquement diminuée dans l’épithélium (Motta et al., 2012). Il existe donc un déséquilibre de la balance élastolytique dans la muqueuse colique des patients atteints de MICI. Afin de rééquilibrer la balance protéolytique, 
L’Elafine humaine a été produite directement sur le site inflammatoire, grâce à une 
bactérie de l’alimentation Lactoccocus lactis recombinante pour l’expression de cette protéine. Nous avons ainsi pu montrer que, dans plusieurs modèles murins de colite aigues et chroniques, le gavage quotidien des animaux avec la bactérie recombinante pour L’Elafine protège les souris en réduisant l’inflammation intestinale (Motta et al., 2012). L’Elafine présente un potentiel thérapeutique plus important que l’utilisation 
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d’autres molécules anti-inflammatoires comme l’IL10 ou le TGFβ. En effet, L’Elafine produite par L.lactis protège mieux des souris de la colite que ces mêmes bactéries 
recombinantes pour l’IL10 ou le TGFβ (Bermúdez-Humarán et al., 2015). De plus, dans un modèle  de culture de cellules épithéliales se rapprochant des conditions inflammatoires observées dans les MICI, les bactéries lactiques exprimant 
L’Elafine, restaurent la fonction de barrière de la monocouche épithéliale et réduisent la sécrétion de chimiokines.  La diversité des modèles (in vivo et in vitro) dans lesquels les effets protecteurs de 
L’Elafine ont été mis en évidence suggère donc que L’Elafine peut agir selon différents mécanismes. En effet L’Elafine est une protéine dont au moins 3 fonctions distinctes ont 
été décrites. C’est un inhibiteur d‘élastases, notamment de l’élastase du neutrophile et de la protéinase-3 (Ying and Simon, 2001). L’Elafine inhibe la croissance de différents micro-organismes pathogènes comme Mycobacterium tuberculosis, Escherechia coli ou encore Staphylococcus aureus (Sallenave, 2002). Cette activité antimicrobienne est probablement due à la présence d’une hélice chargée positivement qui lui confère la capacité de former des pores dans les membranes bactériennes (Sallenave, 2010b). De plus, L’Elafine est aussi capable d’inhiber les facteurs de transcription NFkB et AP-1 en modulant leurs répresseurs (Butler et al., 2006). De nombreuses études montrent que 
L’Elafine a d’importants effets anti-inflammatoires notamment via la modulation du système immunitaire mais les mécanismes ont peu été étudiés et sont mal définis (Verrier et al., 2012)(Baranger et al., 2008; Bellemare et al., 2010; Motta et al., 2012; Vachon et al., 2002).   Afin de pouvoir considérer la bactérie L.lactis ELAFINE comme un traitement possible 
des MICI, les mécanismes protecteurs de l’inflammation intestinale qu’elle confère doivent être décryptés dans un contexte aussi proche que possible de la pathologie humaine et de ces médiateurs. Pour cela, nous avons généré des mutants de L’Elafine 
afin d’inhiber 2 de ces fonctions : sa capacité à inhiber l’activité élastolytique grâce à une mutation sur 2 acides animés situés dans la boucle inhibitrice, et sa fonction antimicrobienne via la mutation de 2 acides animés chargés positivement au sein du domaine cémentoine afin de rendre celui-ci électriquement neutre.   
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Matériels et méthode 
Génération des mutants de L’Elafine  Une mutagénèse dirigée a été réalisée pour induire les différentes mutations sur le gène de L’Elafine humaine. Trois mutants ont été générés : un mutant sur le domaine inhibiteur de protéase A62G et M63G, un mutant sur le domaine antimicrobien K44D et K50G et enfin un dernier mutant possédant ces 4 mutations. Les séquences mutées ont 
ensuite été clonées dans un vecteur pSec sous le contrôle d’un promoteur inductible à la nisine et permettant la sécrétion de la protéine exogène grâce à la présence d’un peptide signal. Ce vecteur possède aussi un gène de sélection par l’antibiotique chloramphénicol. Ces différents plasmides ont été introduits dans la bactéries Lactoccocus lactis comme décrit précédemment (Motta et al., 2012).  
Culture des bactéries Les bactéries L.lactis sont cultivées en milieu M17 supplémenté par 0,5% de glucose ou dans du DMEM Glutamax (Invitrogen), 1% acides animés non essentiel (AANE), 10% sérum de veau fœtal (SVF). Du chloramphénicol (1µg/mL) est ajouté au milieu de culture afin de sélectionner les bactéries transformées. Après leur culture durant la nuit à 30°C, elles sont remises en phase exponentielle de croissance (DO=0,4 - 0,6), prolifèrent pendant 1h puis sont induites pendant 2h avec de la nisine (1ng/mL). La densité optique à 600nm (DO) est mesurée, puis les bactéries sont centrifugées, repris dans un volume adéquat de DMEM pour la co-culture avec les cellules épithéliales afin 
d’avoir 107 CFU par puit. Le surnageant de ces cultures induites pendant 2h est récupéré et filtré (0,22 µm). Les bactéries E.coli LF82 sont cultivées en DMEM, 1% acides animés non essentiels, Rifampicine. Après leur culture durant la nuit, elles sont diluées afin d’être en phase exponentielle de croissance et prolifèrent durant 2h sous agitation. La DO est mesurée, puis les bactéries sont diluées à la concentration de 107 CFU/mL. 50µL est déposé sur plaque 96 puits auquel on ajoute 50µL du surnageant de culture de L.lactis. La DO est ensuite mesurée à l’aide d’un lecteur de plaque (Tecan) toutes les 10 minutes pendant 6h.    
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Culture cellulaire Des cellules épithéliales intestinales humaines (Caco2) ont été cultivées en DMEM Glutamax, supplémenté avec 10% de SVF, 1% d’AANE et 1% de pénicilline- streptomycine (Invitrogen). Elles sont ensemencées à la densité de 250 000 cellules par puit en transwell (Corning, Sigma). Apres 21 jours de culture, la thapsigargine (10µg/mL) et/ou les bactéries sont ajoutées sur le pôle apical des cellules à raison de 107 CFU par puit dans du milieu contenant du dextran FITC (10µg/mL, 3000kDa, Sigma). Après 2 heures de co-culture, de la gentamycine (1µg/mL) est ajoutée au pôle apical afin 
d’éviter le développement bactérien. Le milieu basal est récupéré après 24 heures de co-culture et la fluorescence du dextran FITC est mesurée grâce à un lecteur de plaque (Varioskan) afin de connaitre la perméabilité paracellulaire.  
Analyse des transcrits Les ARN totaux ont été extraits avec le kit RNA/Protein Kit (Macherey-Nagel, GmbH). Les ARN ont été rétrotranscrits grâce au kit Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit. La quantité de cDNA a été mesurée avec le kit SYBR Green Master kit (Roche) dans un 
LightCycler 480 (Roche). Le niveau relatif d’ARNm des gènes cibles a été calculé d’après 
la méthode des DDCt avec le gène de l’HPRT comme référence.  
Quantification des protéines Les différents échantillons protéiques ont été déposés sur gel polyacrylamide (13%), transférés sur une membrane de nitrocellulose (Life Science) puis incubés avec un anticorps anti-Elafine (1/250, sc-20637) toute la nuit à 4°C. Un anticorps secondaire couplé à la HRP (1/3000, w4018-Promega) a été ajouté puis les membranes ont été révélées par bioluminescence (Chemidoc XRS Bio-Rad).  
Test d’inhibition d’activité élastolytique Les protéines recombinantes des différents mutants de L’Elafine ont été incubées avec 
l’élastase du neutrophile (5nM, E8140 Sigma) durant 20 minutes à 37°C. L’activité élastase a ensuite été mesurée grâce au clivage d’un substrat spécifique, l’élastine couplée à un fluorochrome (50mM, Invitrogen). La fluorescence est mesurée à 37°C toutes les minutes pendant 30 minutes par un lecteur de plaque (Varioskan).   
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ELISA  
Le dosage d’ELAFINE issu des surnageants de culture des bactéries induites pendant 2h a été réalisé grâce au kit Human Trappin-2/Elafin ELISA Kit (RAB0406, Sigma) suivant les recommandations du fabriquant. Les échantillons ont été dilués au 1/50 et au 1/100, déposés sur des plaques pré-coatées et incubés avec des anticorps dirigés contre 
L’Elafine et biotynilés. La révélation a été réalisée grâce à l’ajout de l’enzyme HRP 
couplée à la Streptavidine puis d’une solution colorimétrique. La cytokine CXCL8 a été dosée dans les milieux issus des co-cultures Caco2-bactéries lactiques dans les transwell. Le kit Human IL-8/CXCL8 ELISA kit (Sigma) a été utilisé suivant les recommandations du fabriquant. Les plaques ont été préalablement coatées avec des anticorps spécifiques de CXCL8. Les échantillons ont été déposés en duplica et 3 dilutions (1/2, 1/5 et 1/10) ont été réalisées pour chaque condition. Puis ces plaques ont été incubées avec des anticorps dirigés contre CXCL8.   
Immunofluorescence Les cultures issues des transwell ont été fixées en paraformaldéhide 4% durant 15 minutes puis perméabilisées avec de la glycine 0,1M pendant 10 minutes. Les cellules 
ont été marquées avec l’anticorps anti-Elafine (1/100, sc-20637) et avec le secondaire correspondant (1/1000, AlexaFluor 488 Molecular Probes). Le noyau a été marqué avec du DAPI (1/5000). Les lames ont été montées avec le milieu de montage Prolong Gold Antifade Reagent (Molecular probe) et observées au microscope confocal (LSM710, Carl 
Zeiss). Les images obtenues ont été analysées à l’aide du logiciel ImageJ.  
Cytométrie en flux Des Caco2 ont été ensemencées à 250 000 cellules par puits en plaque 12 puits. Après 2 jours de culture, elles ont été stimulées par de la thapsigargine (1ug/mL) et ou non, additionnées des bactéries recombinantes pour L’Elafine ou ces mutants. Après 24h de co-culture, les cellules ont été décollées à l’aide de trypsine-EDTA, fixées et perméabilisées. Elles ont été marquées avec un anticorps anti Elafine couplé au FITC (1/100, My Biosource). Les cellules sont ensuite analysées en cytométrie en flux grâce au cytomètre MACSQUANT10 (Myltenyl Biotec).   
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Statistiques Les données sont exprimées en moyenne ±SEM. Les études statistiques ont été réalisées grâce à des tests paramétriques comme le one-way ANOVA. Une valeur de p< 0,05 a été considérée comme significative. Le logiciel GraphPad Prism V 5.0 a été utilisé pour 
l’analyse. 
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Résultats Notre précédente étude montre que la bactérie Lactoccocus lactis recombinante pour le gène humain de L’Elafine native sécrète cet inhibiteur de protéases, que sa forme est 
fonctionnelle et protège de l’inflammation dans des modèles in vivo et in vitro (Motta et al., 2012). Afin de comprendre quelle fonction de L’Elafine est impliquée dans cette protection, nous avons généré différents mutants.  
 
Génération des bactéries mutantes Deux mutations dans le site de la boucle inhibitrice de L’Elafine (A62G et M63G) ont été réalisées, la mutation de ces 2 sites est nécessaire à la perte de fonction inhibitrice de protéase (Baranger et al., 2008). Ce mutant est nommé AntiProt. L’activité antimicrobienne de L’Elafine pourrait être portée notamment par des charges cationiques du domaine cémentoïne (Bellemare et al., 2010). Ainsi, nous avons généré un mutant ayant perdu 2 acides aminés cationiques (K44D et K50G). La charge globale de la protéine devient par conséquent neutre. Ces changements ont été choisis car leur localisation et leur nature ne modifient pas la conformation de la protéine. De plus cette 
mutation n’affecte pas la boucle inhibitrice de protéases. Ce second mutant est nommé AntiMic. Un dernier mutant a été généré avec les 2 domaines de L’Elafine mutées (K44D, K50G et A62G, M63G) entrainant une perte de fonction antimicrobienne et inhibitrice de protéase (Figure 1A). Ce dernier mutant est nommé AntiMicProt. Après transfert des 4 constructions dans la bactérie probiotique Lactoccocus lactis, la bonne conformation des 
mutants a été vérifiée. L’analyse réalisée en western blot et en ELISA (Figure 1B) montre que les bactéries recombinantes produisent toutes de L’Elafine et que la quantité sécrétée est équivalente pour tous les mutants (60 ± 8 ng/ml).  Les protéines de L’Elafine mutées ont été testées afin de vérifier leur perte de fonctions. La co-incubation de L’Elafine native et de l’élastase du neutrophile recombinante montre une forte inhibition de près de 90% de celle-ci (Figure 1C). Le mutant AntiMic entraine 
une très forte inhibition de l’activité élastase élastolytique du neutrophile (environ 80% 
de l’activité inhibée). La co-incubation de l’élastase du neutrophile avec les mutants 
AntiProt et AntiMicProt n’inhibe pas l’activité élastolytique démontrant ainsi la perte de fonction inhibitrice de protéases de ces 2 mutants. Le changement des 2 lysines  K44 et 
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K50 situées dans le domaine cémentoïne n’ont donc aucun impact sur la fonction 
inhibitrice d’élastase.  La fonction antimicrobienne de L’Elafine a été testée via sa capacité à inhiber la prolifération de la bactérie Escherichia coli LF82 L’ajout du surnageant des bactéries 
L.lactis contenant L’Elafine après induction dans une culture de bactérie Escherichia coli 
LF82 en phase exponentielle de croissance entraine une absence de l’augmentation de la 
DO comparé à l’ajout du surnageant de L.lactis pSec (Figure 1D). L’ELAFINE native entraine donc une forte inhibition de la prolifération bactérienne. Ces expériences seront à réitérer avec les différents mutants de L’Elafine afin de vérifier la perte de fonction du mutant AntiMic. 
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Figure 1: Les bactéries L.lactis ELAFINE et ses différents mutants  A: Représentation schématique des mutations de la protéine humaine de L’Elafine et des acides 
aminés mutés. B: Mise en évidence de la sécrétion d’ELAFINE et de ses mutants par western blot et par ELISA. C : Inhibition de l’activité élastolytique par les protéines recombinantes purifiées de L’Elafine et de ses différents mutants. D : Inhibition de la croissance de E.coli LF82 par 
L’Elafine et ses différents mutants.  
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Chez les patients atteints de MICI, l’induction de stress du réticulum endoplasmique dans la cellule épithéliale a été démontrée (Hosomi et al., 2015) et le rôle de ce stress du réticulum dans la pathologie a été caractérisé (Luo and Cao, 2015). La dérégulation de la balance élastolytique de la muqueuse intestinale chez les patients atteints de MICI (Motta et al., 2012) est assurée en grande partie par la sécrétion par l’épithélium qui sécrète une importante activité élastolytique et peu d’Elafine (Motta et al., 2012). Nous nous sommes donc posé la question des effets du stress du réticulum endoplasmique dans la cellule épithéliale, sur la régulation de la balance élastolytique. Plus précisément, 
nous avons étudié les effets d’un activateur du stress du réticulum (la thapsigargine) sur 
l’expression d’élastase épithéliale et d’Elafine. 
La stimulation d’une monocouche de cellules épithéliales intestinales humaines (Caco2) 
avec de la Thapsigargine (10µg/mL) induit une augmentation d’un facteur 10 de la 
quantité des transcrits de l’élastase épithéliale ainsi qu’une diminution de moitié de celle des transcrits de L’Elafine (Figure 2A). Cette stimulation engendre aussi la perte de la barrière épithéliale, quantifiée ici par un passage du dextran FITC du compartiment apical au compartiment basal (Figure 2B) 17 fois plus important en condition stimulée par rapport à la condition contrôle. De plus, cette même stimulation induit 
l’augmentation de la quantité des transcrits de cytokines inflammatoires comme CXCL8 et IP10, respectivement 4 et 8 fois plus importante par rapport à la condition contrôle (Figure 2 C). 
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Figure 2: La stimulation de cellules épithéliales intestinales par de la thapsigargine induit un phénotype inflammatoire. 


























































































































La fonction inhibitrice de protéases est nécessaire à L’Elafine pour protéger l’épithélium de 
l’inflammation 
L’effet des bactéries exprimant L’Elafine et de ses mutants en condition inflammatoire, semblable à celle de la muqueuse colique des patients atteints de MICI, a été étudié dans le modèle de stimulation de Caco2 par la thapsigargine. Les différents clones de bactéries recombinantes (107 CFU/mL) ont été ajoutés dans le compartiment apical lors de la stimulation à la thapsigargine. Différents paramètres inflammatoires ont été étudiés 16h après la stimulation. Dans ces conditions de culture, la bactérie contenant le 
vecteur vide pSec n’a aucun effet sur les différents paramètres analysés (Figure 3), il n’y 
a donc pas d’effet probiotique de L.lactis seule. L’Elafine native sécrétée par L.lactis 
protège de l’augmentation de perméabilité induite par la thapsigargine (diminution du passage du dextran FITC de plus de 3 fois par rapport à la stimulation avec la thapsigargine seule). Cette protection est maintenue avec le mutant AntiMic. Cependant, 
les mutants AntiProt et AntiMicProt ne sont plus capables d’empêcher la perte de barrière épithéliale induite par la thapsigargine (Figure 3A).  
L’apport d’ELAFINE native par L.lactis sur les cellules épithéliales stimulées induit une diminution de moitié de la quantité des transcrits CXCL8 ainsi qu’une diminution de la sécrétion par la cellule de la protéine correspondante (CXCL8) dans les milieux apicaux et baso-latéraux, en comparaison avec la stimulation à la thapsigargine seule (Figure 3B). De même, la transcription du gène de IP10 est réduite par la présence de L’Elafine native. Le mutant AntiMic possède la même capacité de régulation de la transcription des gènes codant ces cytokines pro-inflammatoires que L’Elafine native. Les mutants 
AntiProt et AntiMicProt, qui ont perdus leur capacité à inhiber l’activité élastolytique, ne sont plus capables de contrer les effets pro-inflammatoires de l’induction du stress du réticulum puisque le taux de transcrit de CXCL8 et de IP10 est semblable à celui observé avec la thapsigargine seule.  
La stimulation par la thapsigargine d’une monocouche de cellules épithéliales entraine une augmentation de la quantité de transcrits de la β-defensine-1 (hBD1) et de la β-défensine-2 (hBD2) respectivement de 2 à 4 fois par rapport à la condition contrôle (Figure 3C). La présence de L’Elafine dans le milieu de culture n’a pas d’effets significatifs sur le niveau transcriptionnel de hBD1. L’ajout d’Elafine native sécrétée par L.lactis diminue de moitié la transcription du gène de hBD2 par rapport à la condition thapsigargine seule. Les capacités de régulation transcriptionelle de ce gène 
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Ces données sont exprimées en moyenne +- SEM et la significativité est calculée grâce à un test statistique ANOVA one-way suivi d’un post-test Bonferroni.*<0,05, **p<0,01, ***p<0,001  
L’ELAFINE grâce à sa fonction inhibitrice de protéases pénètre dans la cellule épithéliale 
jusqu’au noyau. 
L’analyse par cytométrie en flux des cellules épithéliales Caco2 stimulées par la thapsigargine et co-cultivées avec les différents clones de bactéries lactiques montrent que les cellules sont toujours vivantes après ces conditions de culture (plus de 80% des cellules vivantes après la co-culture). L’ELAFINE endogène est détectable après 
l’induction de stress du réticulum. L’incubation avec L.lactis pSec ne modifie pas la 
quantité d’ELAFINE endogène de la cellule. L’apport d’ELAFINE par L.lactis induit une 
augmentation de quantité d’ELAFINE détectée (Figure 4A panneau de gauche) dans la cellule. L’ELAFINE sécrétée par L.lactis est donc capable de pénétrer dans la cellule 
épithéliale. Les 2 mutants AntiProt et AntiMicProt ont un profil d’intensité de fluorescence de L’Elafine semblable à celui de la bactérie contrôle pSec. Par contre la perte de la charge positive de L’Elafine (mutant AntiMic) n’empêche pas L’Elafine de rentrer dans la cellule (Figure 4A panneau de droite).  
L’analyse d’images générées en microscopie confocale confirme que L’Elafine grâce à sa fonction inhibitrice de protéases est prise en charge par la cellule épithéliale pour être internalisée (Figure 4B). De plus le marquage des noyaux par le DAPI révèle que 
L’Elafine native serait localisée préférentiellement dans le noyau.  
Le mécanisme d’action de L’Elafine concernant ses effets anti-inflammatoires semble 
donc complexe. D’une part, elle diminue la transcription de cytokines inflammatoires et restaure la perméabilité intestinale de manière dépendante de son domaine inhibiteur 




Figure 4: L’ELAFINE sécrétée par L.lactis pénètre dans la cellule épithéliale 



















L’incidence des MICI ne cesse d’augmenter ces dernières années, les traitements 
sont longs et couteux et se sont surtout concentrés jusqu’alors sur la réduction de 
l’infiltrat inflammatoire. Aujourd’hui, à la fois une diminution de la réponse inflammatoire et une réparation rapide de la muqueuse constituent les buts à atteindre pour ces traitements. De nouveaux outils thérapeutiques sont développés pour accélérer 
et maintenir la maladie en phase de rémission. L’utilisation de la bactérie lactique, 
Lactococcus lactis comme transporteur de L’Elafine au contact de la muqueuse enflammée a démontré son efficacité non seulement in vitro dans des modèles inflammatoires de cellules épithéliales en culture, mais aussi dans différents modèles de colite chez la souris. L’ELAFINE délivrée par L.lactis semble donc posséder un fort 
potentiel thérapeutique. Néanmoins, les mécanismes d’actions de L’Elafine sur 
l’épithélium, premières cellules en contact avec celle-ci lors de sa sécrétion sur le site inflammatoire colique, sont peu connus. Cette étude nous permettra de mieux comprendre comment L’Elafine médie ces effets anti-inflammatoires.  
Le changement d’acides aminés impliqués dans la boucle inhibitrice de L’Elafine et dans la polarité du domaine cémentoïne nous a permis d’étudier l’implication de ces 2 fonctions connues de L’Elafine sur ses effets anti-inflammatoires.  Dans la littérature, les effets antimicrobiens de L’Elafine ont été testés sur différentes souches bactériennes comme P. aeruginosa, S. aureus, E. coli ATCC, K. pneumonia ou encore B. catarrhalis (Baranger et al., 2008; Bellemare et al., 2010). L’ELAFINE diminue la survie et la croissance de ces bactéries. Dans notre étude, nous avons choisi de nous 
intéresser à une souche d’Escherechia Coli (E. coli LF82), pathogène et présente dans le microbiote des patients atteints de MICI (Vejborg et al., 2011). Cette souche a des effets pro-inflammatoires sur les cellules épithéliales via l’augmentation de la perméabilité épithéliale (Wine et al., 2009). La présence de L’Elafine dans le milieu de culture de LF82 induit une diminution de sa croissance démontrant que L’Elafine possède aussi une 
activité microbicide sur cette souche bactérienne pathogène. L’utilisation des différents mutants de L’Elafine pourra confirmer que la présence d’une charge positive du domaine cémentoïne est indispensable à L’Elafine pour contrôler la croissance bactérienne.  
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Il est interressant de noter que dans notre modèle d’étude, l’expression d’ELAFINE ne modifie pas la prolifération de la bactérie L.lactis lorsque celle-ci la sécrète par rapport à la bactérie contenant le vecteur vide pSec. De même, les différents mutants de L’Elafine 
générés n’ont pas d’effet sur la croissance des L.lactis qui les expriment. Il serait 
intéressant d’étudier si les effets antimicrobiens de L’Elafine sont restreints à des souches de bactéries pathogènes. L’ELAFINE diminue la croissance de E. coli ATCC ou E. 
coli LF82 (Bellemare et al., 2010), son effet antibactérien pourrait être testé sur une souche de coli probiotique comme E. coli Nissle 1917 (Zyreck AA et al., 2007) afin de 
déterminer si l’effet de L’Elafine est dépendant de la souche bactérienne ou de la pathogénicité de la bactérie.  
Dans un modèle d’inflammation mimant la rupture de la balance élastolytique observée chez les patients atteints de MICI, L’Elafine protège de l’inflammation en restaurant une perméabilité épithéliale et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires proches de celle 
des conditions contrôles. C’est la fonction inhibitrice de protéases qui confère à L’Elafine ces propriétés car lorsque celle-ci est abolie, L’ELAFINE perd ses capacités anti-
inflammatoires. L’induction du stress du réticulum par ajout de thapsigargine induit une 
augmentation de la transcription du gène codant l’élastase épithéliale ainsi qu’une diminution de L’Elafine endogène. L’augmentation de l’activité élastolytique dans le 
milieu cellulaire après la stimulation avec la thapsigargine n’a pas pu encore être mesurée. Ces expériences sont en cours de réalisation et nécessitent certaines mises au point mais cette mesure constitue un complément d’information essentiel pour 
déterminer le rôle de l’inhibition de l’activité élastolytique dans les propriétés anti-inflammatoires de L’Elafine. 
L’augmentation d’activité élastolytique a été mesurée à partir d’exsudats de biopsies de patients atteints de MICI (Motta et al., 2012). Cette activité élastase peut dégrader les jonctions intercellulaires et augmenter la perméabilité épithéliale (Boxio et al., 2016) mais aussi activer des récepteurs PARs (Proteases Activated Receptors) et induire des signaux pro-inflammatoires (Zhao et al., 2015) (Chin et al., 2003b, 2008). Ainsi L’Elafine 
grâce à son domaine inhibiteur de protéase protégerait les cellules de l’inflammation 
grâce à la réduction de l’activité élastolytique.   
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De plus, l’analyse réalisée par FACS et en imagerie montre que L’Elafine est aussi capable de pénétrer dans la cellule épithéliale. La mutation des 2 lysines positionnées dans le 
domaine cémentoïne changeant la charge nette de la protéine n’entraine pas de 
modification de l’entrée de L’Elafine dans la cellule épithéliale. La neutralité de la 
protéine aurait pu modifier l’affinité de celle-ci avec les membranes cellulaires ou avec 
un récepteur d’entrée à la surface de la cellule épithéliale et modifier sa pénétration dans la cellule épithéliale, mais nous démontrons ici que ce n’est pas le cas. Le 
mécanisme d’entrée de L’Elafine reste encore à déterminer. Une étude montre que le 
SLPI (inhibiteur d’élastase de structure très proche de celle de L’Elafine) pénètre dans les monocytes, que cette entrée est diminuée à 4°C mais que des inhibiteurs 
d’endocytose tels que l’azide de sodium ou encore l’actinomycine A n’ont aucun effet (Taggart et al., 2005).  Cela suggère une entrée plutôt non spécifique par macropinocytose du SLPI dans le monocyte. Il pourrait en être de même pour L’Elafine, 
cependant, on ne peut exclure l’existence d’un récepteur encore inconnu sur lequel 
L’Elafine pourrait se fixer et qui permettrait son entrée. Dans les cellules de l’épiderme 
humain, un inhibiteur de protéases α2ML1 possède un domaine de fixation au récepteur multifonctionnel LRP1 lui permettant de pénétrer dans la cellule (Galliano et al., 2008). 
Cette étude suggère que LPR1 pourrait internaliser α2ML1 liée à sa protéase inhibée 
(une kallikréine) et ainsi réguler l’activité protéolytique lors de la desquamation. De plus, un autre article montre que le récepteur LPR1 est responsable de la clairance de complexe serpine-protéases de la circulation (Strickland et al., 2011). L’existence de 
récepteurs permettant l’internalisation de complexe protéases/inhibiteur de protéases a aussi été montré dans des monocytes, et des hépatocytes (Maekawa and Tollefsen, 1996; Perlmutter et al., 1990). Dans nos travaux, c’est la partie de la protéine comportant la 
fonction inhibitrice de protéases qui est nécessaire pour médier l’entrée de L’Elafine dans la cellule épithéliale. La capacité de L’Elafine à pénétrer dans la cellule n’est peut-être pas médiée uniquement par la fonction inhibitrice de protéase en tant que telle, 
mais en l’absence de la formation du complexe ELAFINE/élastase, celle-ci pourrait ne 
plus entrer dans la cellule. L’utilisation d’inhibiteurs d’endocytose et de macropinocytose pourra, dans un premier temps, nous permettre de savoir si l’entrée de 
L’Elafine dans la cellule est spécifique ou non. Puis, afin de déterminer si l’entrée de 
L’Elafine est dépendante de la formation du couple Elastase/Elafine, nous utiliserons des petites molécules chimiques commerciales capables d’inhiber l’élastase épithéliale 
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spécifiquement ou encore un anticorps bloquant de l’élastase épithéliale (en cours de 
développement au laboratoire). Si l’entrée de L’Elafine est bloquée par l’utilisation d’un tel inhibiteur, cela suggérerait que L’Elafine nécessite la présence du complexe Elastase/Elafine pour pénétrer dans la cellule épithéliale.  
De façon générale, pour démontrer de manière définitive le rôle de l’activité inhibitrice de protéase de L’Elafine dans ses effets anti-inflammatoires et dans sa capacité à pénétrer dans la cellule, il sera nécessaire de reproduire toutes ses expériences réalisées 
avec les mutants AntiProt et AntiMicProt, en présence d’un inhibiteur d’activité élastolytique. Si cet inhibiteur bloque l’entrée d’Elafine et/ou reverse l’effet observé avec les mutants AntiProt et AntiMicProt, cela confirmera le rôle de la fonction inhibitrice 
d’élastase de L’Elafine.  Enfin, la localisation intracellulaire de L’Elafine que nous avons mis en évidence suggère que L’Elafine pourrait aussi moduler des facteurs de transcription dans le noyau réduisant ainsi la transcription de gènes pro-inflammatoires. Une étude dans un 
contexte d’infection au VIH montre une localisation nucléaire de L’Elafine dans des cellules épithéliales génitales humaines (Drannik et al., 2012). Cette localisation particulière est corrélée avec un retard de translocation de NFkB dans le noyau et avec 
une protection des cellules de l’infection au VIH. Des données préliminaires du laboratoire montrent que L’Elafine retarderait la translocation de NFkB dans les cellules 
épithéliales intestinales après l’induction du stress du réticulum. Grâce à sa présence intracellulaire, L’Elafine pourrait donc agir de la même manière diminuant la 
translocation de NFkB et ainsi protéger la cellule de l’inflammation. Le domaine de 
L’Elafine spécifiquement impliqué dans l’interaction avec NFkB n’est pas connu. Notre étude suggère que les acides aminés A62 et M63 sont impliqués dans cette interaction puisque leur mutation induit une translocation normale de NFkB dans le noyau ainsi 
qu’un niveau de transcription élevé des gènes pro-inflammatoires. L’utilisation de la 
cytométrie couplé à de l’imagerie (ImageStreamX) nous permettra de visualiser 
L’Elafine dans la cellule, sa co-localisation possible avec NFkB ainsi que de quantifier 
cette interaction. Cependant, on ne peut exclure l’hypothèse que dans notre modèle, 
l’entrée de L’Elafine dans la cellule soit indépendante du retard de translocation de NFkB et que celui-ci soit uniquement dû à une diminution de l’activité élastolytique dans 
le milieu cellulaire. En effet, l’augmentation de l’activité élastolytique pourrait 
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potentialiser les effets pro-inflammatoires de la thapsigargine. L’élastase est capable d’induire un phénotype pro-inflammatoire des cellules épithéliales en augmentant la perméabilité cellulaire et en induisant la production de cytokines pro-inflammatoires (Boxio et al., 2016) (Chin et al., 2003b, 2008). L’ELAFINE pourrait donc médier ces effets anti-inflammatoires uniquement via l’inhibition de l’élastase épithéliale. La diminution des cytokines, de la perméabilité et de la translocation de NFkB serait une conséquence de la baisse de l’activité élastolytique. Cette hypothèse pourrait être testée grâce à 
l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de l’élastase épithéliale (petites molécules ou anticorps bloquant). Ainsi nos données suggèrent des mécanismes multiples mis en œuvre par L’Elafine sur lesquels reposent ses propriétés anti-inflammatoires.  
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Le SCI et les MICI sont des pathologies intestinales dont les composantes sont différentes (cycle de poussée inflammatoire pour les patients atteints de MICI et cycle de troubles fonctionnels pour les patients atteints de SCI) mais ont certains facteurs physiopathologiques communs. Ces 2 pathologies présentent des caractéristiques communes comme une augmentation de la perméabilité intestinale, des douleurs abdominales, une inflammation de la muqueuse (massive et chronique chez les patients atteints de MICI et de bas grade chez les patients atteints de SCI), une dysbiose ainsi 
qu’une augmentation de l’activité protéolytique détectée dans la muqueuse intestinale. Nous avons pu montrer que cette activité provient principalement des cellules de 
l’épithélium intestinal qui sécrètent à leur pole basal de la trypsine-3. Cette protéase augmente la perméabilité intestinale et est capable d’activer des neurones sous-
muqueux mais aussi des neurones sensitifs participant à l’hypersensibilité viscérale via des mécanismes impliquant notamment le récepteur aux protéases PAR2.  De plus, chez les patients atteints de MICI, notre équipe a montré une augmentation de 
l’activité élastolytique et une diminution de la transcription d’un inhibiteur d’élastase 
par les cellules de l’épithélium. L’apport d’ELAFINE exogène grâce à une bactérie de 
l’alimentation, Lactococcus lactis, protège les animaux de la colite. L’ELAFINE possède donc des propriétés anti-inflammatoires (Motta et al., 2012). Cet inhibiteur de protéase est constitué de deux domaines : un premier capable d’inhiber l’activité élastolytique et un second avec des effets antimicrobiens. L’ELAFINE est aussi capable d’interagir avec NFkB, cependant la localisation du domaine responsable de cette interaction est inconnue. Mes travaux de thèse révèlent que les propriétés anti-inflammatoires de 
L’Elafine reposent principalement sur le domaine de la protéine renfermant la fonction 
d’inhibiteur de protéases. Ce domaine est également important pour permettre à 
L’Elafine exogène de pénétrer dans la cellule épithéliale où elle régule certainement la transcription de certains facteurs pro-inflammatoires.  
Ce travail de thèse montre l’importance de la balance entre les protéases et leurs inhibiteurs dans les pathologies intestinales mais aussi le rôle de la cellule épithéliale dans la physiopathologie du SCI et des MICI.   
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1- La cellule épithéliale au cœur des pathologies intestinales  
La cellule épithéliale et plus généralement l’épithélium intestinal, assure un rôle prépondérant dans l’homéostatie intestinale. Ces cellules possèdent de nombreuses fonctions pour assurer ce rôle qui incluent la mise en place d’une séparation physique de 
l’organisme avec les bactéries commensales, une intégration des signaux du milieu extérieur, une communication avec les cellules de leur environnement afin de permettre une réponse appropriée à ces signaux. Cette fonction est possible grâce à sa capacité à sécréter de très nombreux médiateurs aux rôles très variés (König et al., 2016) (Peterson and Artis, 2014).  a) Régulation fine de l’activité protéolytique  
Nous l’avons vu dans l’introduction, les protéases font l’objet d’une importante régulation en condition physiologique : leur expression est contrôlée au niveau transcriptionnelle, elles sont synthétisées sous forme de zymogène et leur activité est 
aussi régulée grâce à la sécrétion d’inhibiteurs. Cependant, en condition de pathologie chronique, la sécrétion de certaines protéases peut être modifiée, accompagnée ou non 
d’une diminution de leurs inhibiteurs. Cela induit une rupture de l’équilibre dans la 
balance protéases/inhibiteurs de protéases. L’origine de ces protéases est diverse cependant mes travaux montrent que la cellule épithéliale participe activement à ce déséquilibre (Figure 1).   Les patients atteints de SCI et de MICI ont une activité protéolytique colique augmentée (Cenac et al., 2007) (Motta et al., 2012) (Rolland-Fourcade et al., 2017). Plus 
particulièrement, l’activité élastolytique de la cellule épithéliale est augmentée dans la muqueuse intestinale des patients atteints de MICI . Le traitement de souris avec L.lactis recombinante pour L’Elafine protège les animaux de la colite. Cet effet anti-inflammatoire de L’Elafine est porté par le domaine contenant la fonction inhibitrice de 
protéases. Ces données suggèrent que l’inhibition de l’activité élastolytique de la cellule épithéliale est importante pour la diminution de l’inflammation. L’activité élastolytique 
d’origine épithéliale aurait donc un rôle majeur dans les processus inflammatoires et plus généralement dans la pathologie des MICI. 
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L’implication de l’activité élastolytique dans le SCI est très peu étudiée. Une insuffisance pancréatique a été relevée chez certains patients (Leeds et al., 2010). Des auteurs ont 
purifié les protéases fécales de patients atteints de SCI et identifié de l’élastase pancréatique (Tooth et al., 2014)(Tooth D et al., 2010). Cependant les données du laboratoire montrent que la cellule épithéliale synthétise des protéases retrouvées aussi dans les sucs pancréatiques. Notamment l’étude de l’élastase épithéliale montre qu’elle est capable de dégrader les jonctions serrées de la barrière épithéliale augmentant ainsi la perméabilité épithéliale. Elle clive les récepteurs PARs qui sont impliqués dans 
l’hypersensibilité viscérale et l’inflammation. De plus, l’activité élastolytique est finement régulée par des inhibiteurs endogènes comme L’Elafine dont l’expression dans 
la muqueuse intestinale des patients atteints de SCI n’a jamais été décrite dans la littérature. La balance élastolytique pourrait ainsi participer aux syndromes des patients 
atteints de SCI et donc être un bon candidat dans l’étude des mécanismes de cette pathologie.  b) Actions directes des protéases et de leur inhibiteur sur les cellules épithéliales Dans les pathologies intestinales, étudié lors de ces travaux, la barrière épithéliale perd son intégrité. Cette augmentation de la perméabilité épithéliale va participer à 
l’inflammation. De nombreux facteurs sont impliqués dans cette perte de barrière. Les 
protéases jouent un rôle prépondérant. L’élastase ou encore la Trypsine-3 sont capables 
d’activer PAR2 (respectivement de façon biaisée ou canonique) (Dulon et al., 2003) (Knecht et al., 2007) qui un acteur majeur de l’augmentation de la perméabilité épithéliale (Cenac et al., 2004). 
La perte d’intégrité de la barrière est aussi due à des phénomènes d’apoptose des cellules épithéliales (Roda et al., 2010). L’activation du récepteur PAR1 augmente 
l’apoptose des cellules épithéliales, neuronales, endothéliales et les fibroblastes (Flynn and Buret, 2004). Ce récepteur peut être clivé par les trypsines et plus particulièrement par la trypsine-3 (Wang et al., 2006)(Knecht et al., 2007). La trypsine-3 pourrait 
participer à la perte d’intégrité de la barrière via l’activation du récepteur PAR2 
(augmentation directe de la perméabilité) et PAR1 (induction d’apoptose des cellules de 
l’épithélium).  
De plus, l’élastase est aussi capable de cliver PAR1  afin d’induire l’apoptose cellulaire (Suzuki et al., 2005). L’augmentation de l’activité élastolytique dans la muqueuse 
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intestinale des patients atteints de MICI pourrait participer à la perte de barrière épithéliale. Cette augmentation de l’activité élastolytique est due à la sécrétion de 
l’élastase épithéliale mais aussi à l’infiltration des neutrophiles qui relarguent de 
l’élastase du neutrophile. Nos expériences in vivo ont montré que l’Elafine est capable de pénétrer dans la lamina propria, elle peut donc cibler non seulement l’élastase 
épithéliale mais aussi l’élastase du neutrophile. L’Elafine, via son action directe 
d’inhibition de l’élastase, diminuerait l’activité élastolytique et donc l’activation de PAR1, favorisant ainsi le maintien de l’intégrité de l’épithélium. 
Lors de l’inflammation, l’activation de PAR2 peut empêcher l’apoptose des cellules épithéliales médiée par des signaux pro-apoptotiques provenant des cytokines pro-inflammatoires (Iablokov et al., 2014). L’élastase du neutrophile libérée par les infiltrats inflammatoires est un agoniste biaisé de PAR2. On peut donc supposer que le clivage 
biaisé de PAR2 sur les cellules épithéliales ne va pas permettre de diminuer l’apoptose 
cellulaire. L’inhibition de l’élastase du neutrophile par L’Elafine pourrait permettre à la trypsine, qui est en excès et qui clive PAR2 de manière canonique de favoriser la 
diminution de l’apoptose dans les cellules de l’épithélium. 
Toutefois, on ne peut exclure l’hypothèse que L’Elafine pourrait avoir une action directe, 
indépendante de l’inhibition de l’élastase. Le SLPI (un inhibiteur d’élastase de structure très proche de celle de L’Elafine) diminue l’activité de la caspase 3 induite par le TNFα en condition inflammatoire. Les auteurs suggèrent que le SLPI pourrait interférer avec les voies pro-apoptotiques dans la cellule, dont la plupart sont contrôlées par des protéases. Le SLPI en inhibant directement une de ces protéases aurait pour effet 
d’inhiber l’apoptose (Taggart et al., 2005). Un mécanisme semblable de L’Elafine sur les 
cellules de l’épithélium pourrait être envisagé, elle diminuerait leur apoptose participant ainsi à la restauration de la barrière intestinale.   Afin de permettre le maintien en phase de rémission des patients atteints de MICI et de SCI, les nouvelles thérapies doivent viser à diminuer les facteurs inflammatoires et pro-nociceptifs mais doivent aussi tendre à favoriser la cicatrisation épithéliale.  
Lorsque l’épithélium intestinal subit des dommages, des phénomènes de réparation se mettent en place (Iizuka and Konno, 2011). La cicatrisation épithéliale est dépendante 
d’une balance très précise entre migration, prolifération et différenciation des cellules épithéliales proches de la zone lésée. De nombreux facteurs peuvent réguler ces 
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phénomènes comme la libération de peptides (cytokines, facteurs de prolifération…) (Sturm and Dignass, 2008), l’activation des TLRs (Harris et al., 2006), l’activation de certains facteurs de transcription (NFkB) (Shindo et al., 2006), des facteurs de 
l’alimentation (supplémentation en glutamine) (Sukhotnik et al., 2007) ou encore des agents gastro-protecteurs (sodium ecabet) (Sasaki et al., 2005).  Notre étude montre que L’Elafine possède d’importants effets anti-inflammatoires. De plus, des résultats non montrés dans cette thèse nous ont permis de percevoir des effets pro-régénératifs de L’Elafine sur l’épithélium intestinal. En effet, dans les différents modèles de colites, le traitement à L’Elafine protège les animaux de la maladie et permet 
le maintien de l’intégrité de la barrière épithéliale (restauration de l’architecture 
tissulaire de l’intestin et diminution de la perméabilité in vivo lors du traitement des animaux malades avec L’Elafine). L’ajout d’ELAFINE sur des cellules épithéliales 
intestinales en culture, en l’absence d’inflammation, augmente leur vitesse de prolifération. Ainsi, ces premières données préliminaires suggèrent que L’Elafine en complément de son action pro-inflammatoire, pourrait avoir un rôle pro-régénératif et 
favoriser la cicatrisation de l’épithélium intestinal en cas de lésion  De plus, notre étude montre que l’Elafine délivrée dans un contexte inflammatoire peut pénétrer dans la cellule épithéliale et potentiellement réduire la translocation de NFkB 
dans le noyau afin d’inhiber le phénotype pro-inflammatoire de la cellule épithéliale. Le retard de translocation de NFkB induit par l’Elafine  reste à confirmer, cependant ces données et la littérature supposent un effet modulateur de l’Elafine sur ce facteur de transcription (Drannik et al., 2012). NFkB possède des effets très multiples suivant les 
gènes qu’il active et le contexte de son activation : il peut être pro-inflammatoire mais aussi protecteur. NFkB promeut la prolifération cellulaire (Li et al., 2012) et la survie grâce à des effets anti-apoptotiques dans les cellules épithéliales (Steinbrecher et al., 2008). Dans un contexte pro-régénératif, après un épisode inflammatoire, l’Elafine pourrait favoriser la cicatrisation tissulaire en activant une autre voie de la signalisation de NFkB.  
Lors de l’inflammation, L’ELAFINE aurait donc un effet anti-inflammatoire sur la cellule épithéliale en diminuant l’apoptose des cellules de l’épithélium initiant la phase de résolution est amorcée, et favorisant la réparation cellulaire.   
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 Figure 1 : Les protéases épithéliales et leur inhibiteur : rôle dans la physiopathologie 
épithéliale 
A : Mécanismes d’actions des acteurs épithéliaux de la balance protéolytique en condition 
inflammatoire sur la cellule épithéliale. 
L’augmentation de l’activité élastolytique et trypsique induit une augmentation de la perméabilité et de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Pour l’activité élastolytique, ces effets peuvent se faire via le clivage de PAR2 et la protéolyse directe des jonctions cellulaires. Pour la trypsine-3, seule l’activation de PAR2 a été démontrée pour l’instant. L’apoptose est augmentée du fait de l’activation de PAR1 potentiellement activable par l’élastase et la trypsine-
3. En condition inflammatoire, la sécrétion d’Elafine est diminuée. 
B : Les effets anti-inflammatoires de l’Elafine sur la cellule épithéliale. 
L’Elafine délivrée par L.lactis diminue l’activité trypsique et élastolytique. La perméabilité intestinale ainsi que la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires sont réduites du fait de 
l‘inhibition de l’activité élastolytique par l’Elafine. Le mécanisme d’action de ces effets pourrait 
inclure la diminution de la translocation de NFkB et l’encombrement par l’Elafine des sites 
génomiques de NFkB. L’Elafine est capable de pénétrer dans la cellule via 2 mécanismes encore hypothétiques : 1- L’entrée directe de l’Elafine ou 2- Une entrée complexée avec l’Elastase. 
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2- Les protéases et leurs inhibiteurs sont en interaction perpétuelle avec leur environnement  
Les cellules épithéliales intestinales sont au cœur des processus biologiques intestinaux. 
Elles ont une position clé à l’interface entre le milieu intérieur et extérieur ce qui leur 
permet d’avoir une interaction facilitée avec de nombreux types cellulaires comme les 
cellules de l’immunité, les cellules neuronales, le microbiote ou encore les cellules endothéliales.  a) Les cellules immunitaires 
Chez les patients atteints de SCI, l’inflammation est dite de bas-grade car aucun signe macroscopique ou aucune lésion tissulaire ne sont visibles lors de la coloscopie. Cependant, certaines populations immunitaires sont augmentées chez ces patients (Clarke et al., 2009) comme les lymphocytes T, les neutrophiles et les mastocytes (Lee et al., 2008) (Barbara et al., 2007). De plus, les cytokines pro-inflammatoires comme l’IL1β, 
le TNFα et CXCL8 sont augmentées dans la circulation sanguine des patients atteints de SCI comparés à des patients contrôles (Dinan et al., 2006). PAR2 est associé à 
l’augmentation de l’inflammation intestinale. Son activation induit une infiltration granulocytaire et lymphocytaire et augmente les cytokines pro-inflammatoires de la 
lamina propria (Cenac et al., 2002). De plus, ce récepteur est exprimé par de nombreuses 
cellules de l’immunité. Son activation sur les cellules dendritiques promeut leur migration dans les ganglions lymphatiques et leur activation des lymphocytes T (Ramelli et al., 2010). La Tryspine-3 est sécrétée en excès dans la lamina propria des patients atteints de SCI et de MICI. Elle est capable d’avoir des effets sur les cellules de son environnement comme 
les neurones afin de favoriser l’hypersensibilité viscérale via des mécanismes dépendant du récepteur PAR2. Dans notre étude, nous n’avons pas étudié le rôle de la trypsine-3 
sur les cellules de l’immunité. Toutefois, la sécrétion au pôle basal de cette protéase entraine une augmentation de la perméabilité épithéliale générant probablement une 
augmentation de l’activation des cellules dendritiques naïves dans la lamina propria. Cette activation accrue par des antigènes associés au clivage du récepteur PAR2 à leur 
surface permettrait d’augmenter leur potentialité à différentier les lymphocytes immature dans le GALT ainsi que leur migration dans la muqueuse des patients.  
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Le récepteur PAR1 a un rôle pro-inflammatoire lorsqu’il est clivé sur les cellules 
immunitaires. Son activation sur des monocytes entraine leur sécrétion d’IFNγ, et  
l’utilisation d’un antagoniste de PAR1 diminue leur production de TNFα (Vergnolle et al., 2006). Dans des modèles de colite pro-Th1, l’activation de PAR1 est pro-inflammatoire. La trypsine-3 est capable d’activer PAR1 (Knecht et al., 2007; Wang et al., 2006). Elle pourrait donc augmenter le phénotype pro-inflammatoire des cellules immunitaires via 
l’activation de PAR1. Ainsi la trypsine-3 pourrait jouer un rôle dans le maintien de l’inflammation chez les 
patients atteints de SCI et les patients atteints de MICI grâce à l’activation des récepteurs 
PAR1 et PAR2 directement sur les cellules de l’immunité.  
De la même manière, lors de l’inflammation chronique de la muqueuse intestinale chez 
les patients atteints de MICI, l’activité élastolytique produite en excès pourrait activer 
les cellules de l’immunité et participer à l’entretien de l’inflammation. Le traitement avec 
L’Elafine produite par L.lactis, via l’inhibition de l’activité élastolytique pourrait donc 
réduire l’activation de ces cellules immunitaires. Des données du laboratoire montrent que lors de la colite, le traitement à L’Elafine diminue l’infiltration des macrophages et des lymphocytes T dans la muqueuse infiltrée (Motta et al., 2012). Des résultats complémentaires montrent que cette réduction de cellules de l’immunité est corrélée avec une diminution de cytokines chimioattractantes (RANTES) et une diminution des sous-populations lymphocytaires Th1 et Th17. Cette diminution de la différentiation des lymphocytes peut être due à une diminution de leur prolifération induite par les cellules dendritiques (CD). L’ELAFINE pourrait agir directement sur les CD au niveau du site inflammatoire et interférer avec leur activation et/ou leur capacité à rejoindre le ganglion mésentérique. De plus, le pourcentage de Th1 et de Th17 étant réduit, la 
capacité des CD à polariser les lymphocytes pourrait être altérée. En effet, l’activation de PAR2 sur les CD induit leur maturation et favorise leur capacité à polariser les lymphocytes T en Th1 (Csernok et al., 2006). Lors du traitement à l’Elafine, la diminution du recrutement des lymphocytes et des macrophages pourrait être due à la réduction de la chimiokine RANTES. Cette cytokine est augmentée chez les patients atteints de MICI (Kmieć, 1998). L’expression de RANTES est sous la dépendance du facteur de transcription NFkB (Zoja et al., 1998), or L’Elafine est capable de moduler NFkB (Butler et al., 2006). Sa capacité à pénétrer dans la cellule 
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épithéliale pourrait lui permettre de diminuer l’activation de NFkB ce qui aurait pour conséquence de réduire la production de RANTES par la cellule épithéliale (van Deventer, 1997) et ainsi de diminuer l’infiltration des macrophages sur le site inflammatoire. De plus, une étude de McElvaney et al., montre que le SLPI, un inhibiteur 
d’élastase de structure similaire à L’Elafine est capable de pénétrer dans les monocytes et plus particulièrement dans leur noyau ou il interagit avec les domaines de liaison à 
l’ADN de NFkB (Taggart et al., 2005). De la même manière, L’Elafine pourrait pénétrer dans les monocytes et réduire leur activation via la modulation de NFkB. 
L’ELAFINE pourrait donc jouer un rôle majeur dans la diminution de l’inflammation via la modulation directe des cellules immunitaires.  b) Les cellules neuronales  Les patients atteints de MICI peuvent souffrir de douleur abdominale (Bielefeldt et al., 2009). Des études menées au laboratoire ont montré que lors de la colite, des souris traitées avec L’Elafine ont une hypersensibilité viscérale diminuée. Les neurones sensitifs expriment à leur surface des récepteurs PARs (Fiorucci et al., 2001). La 
diminution de l’activité protéolytique de la muqueuse intestinale induite par L’Elafine 
(trypsique et élastolytique (Motta et al., 2012)) pourrait réduire l’activation de ces 
neurones et participer à la réduction de l’hypersensibilité viscérale. Le même effet analgésique de L’Elafine a été observé dans un modèle d’hypersensibilité induite par 
l’administration intra-rectale d’huile de moutarde (données du laboratoire). Dans ce 
modèle, l’inhibition de PAR2 (souris KO ou inhibiteur pharmacologique) diminue 
l’hyperalgésie viscérale (Cenac et al., 2007). On peut donc supposer que L’Elafine ses nombreuses propriétés, réduit l’activation de PAR2 et donc la sensibilité viscérale 
induite par l’administration d’huile de moutarde. Ces travaux suggèrent un rôle bénéfique de L’Elafine dans les pathologies aux composantes de douleurs viscérales comme le SCI ou les MICI.   Dans le SCI et les MICI, outre la sensibilité viscérale, les patients souffrent de troubles gastro-intestinaux importants comme une modification de la motricité intestinale entrainant des diarrhées ou des constipations. Nos travaux ont montré que la trypsine-3 sécrétée en quantité importante chez les patients atteint de SCI et de MICI est capable 
d’activer les neurones du plexus sous muqueux et myentériques via une signalisation 
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dépendante de PAR2. Dans le colon, les neurones myentériques répondent aux agonistes de PAR2 en augmentant leur excitabilité (Linden et al., 2001). Certains de ces neurones 
sont des motoneurones excitateurs qui libèrent de l’acétylcholine entrainant une 
contraction des muscles lisses. D’autres sont des neurones inhibiteurs qui relarguent un 
cocktail de transmetteurs (NO, ATP…) qui auront pour effet d’inhiber la contraction des muscles circulaires lisses (Schemann, 2005). Une modulation de l’excitabilité des neurones activateurs et inhibiteurs aura pour conséquence une modification de la 
motricité intestinale entrainant des diarrhées ou des constipations. L’activation de PAR2 sur des neurones sous-muqueux peut affecter l’excitabilité des neurones inhibiteurs (Gao et al., 2002), la sécrétion des fluides et le transport des électrolytes dans l’intestin (Reed et al., 2003).  Les canaux ENaC (Epithelial sodium Channels) présent sur les cellules épithéliales 
intestinales régulent l’absorption de sodium dans le côlon (Singh et al., 2014). Chez les patients atteints de MC, l’expression de ces canaux ENaC sont réduits, ce qui contribue aux symptômes de diarrhée (Zeissig et al., 2008). En condition physiologique, le clivage de ces récepteurs par la trypsine-3 participe à l’absorption intestinale (Haerteis et al., 2014). Cependant, en condition pathologique, l’activité trypsique est fortement augmentée. Cette forte activité pourrait cliver de manière excessive des récepteurs sur 
d’autres sites et les rendre inactif et/ou accélérer leur recyclage entrainant une présence réduite des canaux à la membrane (Sullivan et al., 2009) ce que diminuerait fortement 
l’absorption de sodium intestinal et favoriserait des symptômes de diarrhées chez les patients atteints de SCI ou de MICI. Ainsi chez les patients atteints de SCI et de MICI, la trypsine-3 pourrait aussi participer aux symptômes gastro-intestinaux de diarrhée et de constipation de ces patients grâce à 
la modulation de l’excitabilité des neurones du SNE via l’activation du récepteur PAR2 ainsi que par la modulation et l’activation des canaux ENaC. L’ensemble de ces pistes pourraient être explorées dans des études ancillaires.  c) Le microbiote 
Chez les patients atteints de MICI ou de SCI, la barrière épithéliale est rompue. L’activité protéolytique de la muqueuse intestinale est augmentée (Cenac et al., 2007; Motta et al., 2012; Rolland-Fourcade et al., 2017). Cette activité protéolytique et notamment 
l’élastase et les trypsines participent à la rupture de barrière via le clivage direct des 
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jonctions cellulaires et l’activation des PARs (Chin et al., 2008)(Chin et al., 2008). De 
plus, l’élastase est capable de dégrader les protéines MUC2 ce qui induit un relâchement 
de la couche de mucus (données du laboratoire). La perte d’intégrité du mucus induite 
par l’activité élastolytique pourrait permettre aux bactéries commensales de favoriser leur adhésion aux cellules épithéliales et d’induire leurs effets pathogènes sur 
l’organisme. Ces actions combinées des protéases sur la barrière épithéliale favorisent la pénétration du microbiote intestinale dans la muqueuse ce qui participe à l’inflammation intestinale.  
L’ELAFINE en inhibant l’activité élastolytique pourrait diminuer cet effet de l’élastase sur la barrière épithéliale et réduire le passage du microbiote luminal dans la muqueuse 
entretenant ainsi une réponse inflammatoire dans l’intestin. L’ELAFINE possède des 
propriétés antimicrobiennes (Baranger et al., 2008). Lors d’un traitement par L’Elafine, sa présence dans la lumière intestinale pourrait réduire la quantité de bactéries pénétrant et se multipliant dans la muqueuse et ainsi réduire la stimulation du système 
immunitaire et donc l’inflammation intestinale. Cependant, lors d’un traitement à long terme avec L’Elafine, cette diminution de la prolifération de certaines bactéries pourrait induire une modification du microbiote intestinal et favoriser la dysbiose des patients en 
permettant à des bactéries pathogènes de s’implanter.  
Aucune étude ne s’intéresse au rôle de la Trypsine-3 sur le microbiote intestinal. De plus, nos travaux montrent que la Trypsine-3 est relarguée au niveau du pôle baso-latéral de la cellule épithéliale suggérant un rôle de cette trypsine au niveau des populations de la lamina propria, plutôt qu’au niveau du microbiote qui est présent dans la lumière intestinale.  d) Les cellules endothéliales 
Les récepteurs PARs sont aussi exprimés sur les cellules endothéliales. L’activation de 
PAR2 induit une forte diminution de l’expression de la Ve-cadhérine, protéine de jonction serrée des cellules endothéliales (Zhang and Ge, 2017). Cette activation de 
PAR2 entraine une perte de la barrière endothéliale. D’autres études montrent un effet 
vasodilatateur de l’activation de PAR2 sur les cellules endothéliales (Kagota et al., 2016; Roviezzo et al., 2005). Dans la muqueuse intestinale des patients atteints de MICI et de SCI, l’augmentation de l’activité protéolytique pourrait participer à l’activation de PAR2 
198  











Cytokines et chimiokines pro-inflammatoires
Barrière de mucusPerméabilité épithéliale
Pénétration du microbiotePERMEABILITE






MicrobioteCytokines et chimiokines pro-inflammatoiresCanaux ENaCJonction cellulaire
Cellule épithélialeNeurones
















MicrobioteCytokines et chimiokines pro-inflammatoiresCanaux ENaCJonction cellulaire
Cellule épithélialeNeurones





L.Lactis recombinante pour 
l’Elafine
201  
Figure 2: Les protéases épithéliales et leurs inhibiteurs communiquent activement avec les 
cellules de leur environnement. 
A: Les protéases participent à l’augmentation de la perméabilité épithéliale, à la douleur 
et à l’immunité chez les patients atteints de MICI et de SCI. 
L’activation du récepteur PAR2 sur les neurones augmente la sensibilité viscérale et pourrait participer à la perturbation de la motricité. Le clivage excessif des canaux ENaC pourrait 
augmenter les symptômes de diarrhée. L’augmentation de la perméabilité est due à la 
dégradation des jonctions cellulaires par les protéases ainsi qu’au clivage de PAR2 sur la cellule 
épithéliale. De plus, l’élastase épithéliale clive MUC2, ce qui favoriserait la diminution de la barrière de mucus. La modification de ces différents paramètres pourrait accélèrer la 
pénétration du microbiote dans la muqueuse intestinale et participer à l’augmentation de 
l’inflammation. Le clivage de PAR2 sur les cellules dendritiques augmente leur migration et leur 
capacité à activer les LT. L’infiltration des cellules immunitaires augmente ainsi que les cytokines et chimiokines pro-inflammatoires produites. L’activation des PARs par la Trypsine-3 
ou l’élastase sur les cellules endothéliales pourrait augmenter la perméabilité cellulaire. 
B: L’Elafine délivrée par L.lactis protège la muqueuse intestinale de l’inflammation et de 
la douleur. 
Le traitement à l’ELAFINE diminue l’activité élastolytique et trypsique. Elle réduit 
l’hypersensibilité viscérale, l’augmentation de la perméabilité et la production de cytokines pro-
inflammatoires. Elle possède des effets antimicrobiens. L’Elafine diminue l’infiltration des macrophages, neutrophiles, LT et des chimiokines pro-inflammatoires comme RANTES.   3- Les inhibiteurs de protéases : vers un développement de nouvelles thérapeutiques ?  
Au cours de l’inflammation, le tractus digestif est exposé à de nombreuses protéases à sérine (élastase du neutrophile, protéinase-3, tryptase…). Dans des pathologies comme les MICI ou le SCI, les activités élastolytiques et trypsiques sont augmentées dans la 
muqueuse intestinale. Ces protéases vont promouvoir l’inflammation notamment grâce 
à l’activation des récepteurs PARs. Ces récepteurs peuvent envoyer des messages 
douloureux, augmenter l’activation des cellules immunitaires, modifier la motricité ou encore stimuler la prolifération cellulaire (Vergnolle, 2009, 2016). Cependant ces récepteurs sont exprimés dans tous les organes du tractus digestif et modulent des 
fonctions physiologiques. L’utilisation d’antagonistes de ces récepteurs afin de réduire 
l’inflammation serait donc à considérer avec précautions. La stratégie développée par 
notre équipe est plutôt de modifier l’activité de leurs agonistes, les protéases à sérine car elles sont accessibles depuis la lumière.  
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a) Le potentiel thérapeutique de L’ELAFINE dans la bactérie probiotique L.lactis De nombreuses thérapies ont été développées pour diminuer les symptômes et améliorer la qualité de vie des patients atteints de MICI. Cependant, un grand nombre de ces patients (20 à 40%) deviennent résistants aux traitements. Pour éviter les chirurgies 
palliatives, d’autres possibilités sont étudiées dans les MICI, notamment l’utilisation de probiotiques (Rolfe et al., 2006). Des études réalisées chez les patients atteints de RCH (Mallon et al., 2007) et de MC (Fujimori et al., 2007) ont pu mettre en évidence qu’un traitement avec des probiotiques en supplément de thérapies conventionnelles peut améliorer la qualité de vie des patients en diminuant les symptômes de la maladie. Cependant les probiotiques ne permettent pas une rémission. Il semble donc nécessaire 
d’améliorer les effets probiotiques de ces bactéries afin d’avoir un réel effet bénéfique sur ces pathologies. Dans notre étude, nous utilisons une bactérie lactique probiotique recombinante pour L’Elafine, une molécule capable de pénétrer dans la cellule 
épithéliale grâce à son domaine inhibiteur de protéase et d’avoir des effets anti-inflammatoires. Cette bactérie ELAFINE démontre un fort potentiel thérapeutique pour un traitement à long terme et peu onéreux contre l’inflammation intestinale chronique.  Cependant, la compréhension des mécanismes protecteurs de L’Elafine in vivo est 
indispensable pour le développement de thérapies et l’évaluation de potentiels effets 
secondaires. L’utilisation des bactéries recombinantes pour L’Elafine mutante dans des expériences de colites aigues et chroniques ne nous a pas permis de conclure sur le domaine de L’Elafine impliqué dans cet effet protecteur de L’Elafine (données non montrées). En effet, bien que L’Elafine native soit toujours protectrice dans toutes nos expériences in vivo, les différents mutants donnent des résultats différents d’une 
expérience à l’autre. Dans ces modèles de colites, notamment le DSS, le microbiote des animaux traités est profondément impacté et modifié (Håkansson et al., 2015). Les bactéries recombinantes pour les ELAFINE mutantes pourraient être moins résistantes que celles produisant L’Elafine native et donc plus touchées par l’environnement microbiotique altéré dû au traitement par le DSS. Nous avons donc isolé des bactéries présentes dans les fèces de souris ayant subies une première colite au DSS durant 7 jours afin de sélectionner des bactéries résistantes à cet environnement. Ces bactéries sont capables de produire la protéine ELAFINE (mutée ou non) en quantité semblable. Elles ont ensuite été utilisées dans de nouvelles colites. Les résultats de ces colites ne 
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nous ont toujours pas permis de conclure car ils ne sont pas reproductibles. Le mode 
d’action de L’Elafine dans un contexte physiopathologique est donc très complexe. Cela  
pourrait s’expliquer par des effets pleiotropiques sur l’ensemble de l’environnement cellulaire (actions sur les cellules épithéliales, sur les cellules immunitaires, sur le 
microbiote). Ainsi, la perte d’un domaine pourrait être compensée par les effets de 
l’autre lorsque l’environnement est propice. De nouvelles investigations sont 
nécessaires afin de décrypter les mécanismes d’actions de L’Elafine sur les différents types cellulaires avec lesquels elle est en contact dans le tractus intestinal lors de 
l’inflammation.   Dans notre étude in vitro, c’est le domaine portant la fonction inhibitrice de l’activité protéolytique qui confère à L’Elafine ces propriétés anti-inflammatoires et participe à 
son entrée dans la cellule épithéliale. Le domaine antimicrobien n’a aucun effet sur ces paramètres. Ces données suggèrent que seule la partie portant le domaine inhibiteur de protéase, serait nécessaire à la protection que l’Elafine possède. De plus, la fonction régulatrice de NFkB ne serait pas due à la charge positive de l’Elafine. D’autres études sont nécessaires afin de vérifier cette hypothèse. Cependant, s’affranchir de la partie antimicrobienne lors du traitement par l’Elafine des patients atteints de MICI pourrait permettre de ne pas modifier le microbiote des patients qui est déjà altéré (Matsuoka and Kanai, 2015). Une perspective de notre étude est de comparer le microbiote de souris traitées ou non avec L’Elafine lors de la colite afin de mettre en évidence les variations de populations bactériennes induites par le traitement avec l’Elafine.  b) Développement d’un inhibiteur spécifique de la trypsine-3 La trypsine-3 joue un rôle important dans les symptômes des patients atteints de SCI et de MICI. Afin de soulager ces patients, une thérapeutique basée sur l’inhibition spécifique de cette protéase pourrait être envisagée. Une stratégie similaire à celle utilisée avec L’Elafine aurait pu être imaginée : trouver un inhibiteur endogène de la trypsine-3 et l’apporter en excès dans le tractus afin d’inhiber 
l’activité de la trypsine-3. Cependant cette protéase possède des propriétés particulières qui lui confèrent la capacité de résister à la plupart des inhibiteurs protétiques. De plus, aucun inhibiteur endogène ou petite molécule chimique spécifique de la trypsine-3 n’est 
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encore connu. L’utilisation d’un inhibiteur plus large spectre inhiberait aussi les trypsines cationiques et anioniques nécessaires à la digestion. 
L’utilisation d’un anticorps spécifique anti-trypsine-3 pourrait être envisagée. Ce type 
d’anticorps bloquant est déjà utilisé pour le traitement de pathologies intestinales, par 
exemple pour l’inhibition d’une cytokine pro-inflammatoire (le TNFα) dans les MICI, et a prouvé son efficacité (Ben-Horin et al., 2014). L’administration d’un tel anticorps anti-trypsine-3 pourrait avoir un effet directement dans la muqueuse intestinale ou la trypsine-3 est sécrétée et bloquer son activité. La trypsine-3 est exprimée faiblement par 
le pancréas et aurait pour rôle de contrôler l’inhibition des trypsines pancréatiques grâce à sa capacité à cliver certains inhibiteurs de trypsines (Salameh and Radisky, 2013). La bonne digestion des patients devrait donc être à surveiller avec l’utilisation 
d’un tel inhibiteur. La trypsine-3 est aussi décrite comme étant exprimée dans le cerveau 
et impliquée dans l’inflammation neurogénique (Knecht et al., 2007). Cependant, un 
anticorps n’étant pas capable de franchir la barrière hémato-encéphalique permettrait 
d’éviter les effets secondaires au niveau du système nerveux central. 
A terme le développement d’un inhibiteur spécifique de la trypsine-3 pourrait permettre de soulager les symptômes des patients atteints de SCI et de MICI.   
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CONCLUSION GENERALE  Les pathologies intestinales comme les MICI ou le SCI ont une incidence grandissante dans le monde. Aucun traitement ne permet encore de traiter efficacement ces pathologies. La mise au point de nouvelles thérapeutiques est donc un enjeu majeur. Celle-ci peut être possible grâce au décryptage des mécanismes et des acteurs impliqués dans ces maladies. Il est important pour de développement de ces pistes thérapeutiques 
de s’intéresser aux médiateurs de l’inflammation et de la douleur mais aussi, dans le but de maintenir les patients dans des phases de rémission, de prendre en compte la 
cicatrisation et la reconstruction des tissus lésés. Le retour à l’homéostasie des tissus 
n’est possible qu’en agissant sur ces acteurs de l’équilibre tissulaire, dérégulés lors des pathologies. 
Notre laboratoire étudie les protéases sécrétées dans l’intestin en condition 
d’homéostasie tissulaire mais aussi pathologique. Ce travail de thèse s’est intéressé plus 
particulièrement aux protéases sécrétées par l’épithélium intestinal chez les patients atteints de MICI et de SCI. Nous avons pu montrer le rôle central de la cellule épithéliale dans les pathologies intestinales grâce à la sécrétion de protéases (trypsine et élastase) 
qui vont avoir un effet amplificateur de l’inflammation et de la douleur. De plus, ces cellules épithéliales sont dérégulées et présentent une diminution de 
l’expression d’un régulateur de l’activité élastolytique : L’Elafine. Cet inhibiteur de protéase capable de pénétrer dans les cellules, possède des effets anti-inflammatoires et pro-régénératifs pleiotropiques impliquant très fortement son domaine inhibiteur de 
protéase suggérant un rôle fondamental de l’élastase dans l’inflammation. 
Ce travail de thèse montre l’importance de l’épithélium dans le contrôle de 
l’homéostasie et dans le maintien de pathologies intestinales. La cellule épithéliale est une cellule clé à cibler pour les nouvelles thérapies visant à traiter les MICI et le SCI, tant pour son rôle pro-inflammatoire actif dans ces pathologies via tous les médiateurs qu’elle produit, que pour son rôle architectural dans les tissus.       
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